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RESUMO

Fragrancia € uma mistura de moléculas organicas como ésteres, cetonas,
aldeidos, hidrocarbonetos, alcodis, entre outras, tendo como fontes substancias de
origem natural ou sintética, que quando combinadas em proporgdes harmonicas
conferem uma caracteristica odorifera impar em um perfume ou em um produto
perfumado. Considerando essa caracteristica, a primeira etapa desse trabalho foi
o desenvolvimento de um método de analise dos compostos volateis provenientes
de uma fragrancia por cromatografia gasosa utilizando a técnica de micro-extragao
em fase solida no headspace, (em inglés, Headspace — Solid Phase Micro
Extraction, HS-SPME). Esse método foi utilizado para monitoramento da
fragrancia apds sua aplicagdo no detergente em pé em diferentes condi¢cdes de
estocagem. Os dados obtidos apds a extracdo e analise cromatografica foram
tratados com ferramentas quimiométricas, como HCA, (do inglés, Hierarchical
Cluster Analysis), e PCA, (do inglés, Principal Component Analysis), para auxiliar
na interpretacdo do conjunto de dados. Os métodos quimiométricos possibilitaram
a identificagao de grupos em graficos bidimensionais, os quais mostram a variagao
das amostras de detergente com o tempo e o ambiente de estocagem. Devido a
necessidade das industrias de fragrancias analisarem varios aspectos fisico-
quimicos dos produtos que trabalham como, a matéria prima e o produto acabado,
para seu controle de qualidade, a segunda etapa desse trabalho baseou-se no
desenvolvimento de um modelo de calibragdo multivariada, PLS, (do inglés, Partial
Least Squares) para previsdo de propriedades fisicas das fragrancias, densidade
e indice de refragdo, a partir de dados cromatograficos. As analises foram
baseadas em uma matriz com 45 amostras de diferentes fragrancias e 675
variaveis. O modelo obtido apresentou uma boa capacidade de previsao,
apresentando para esses dados um erro relativo menor que 1,0 % para a
densidade e 0,5 % para o indice de refracdo, evidenciando a possibilidade de
predizer dados fisico-quimicos de fragrancias com excelente precisao a partir de

analises cromatograficas.
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ABSTRACT

Fragrance is a mixture of organic molecules such as esters, ketones,
aldehydes, hydrocarbons and alcohols, among others, using as sources
substances of natural or synthetic origin, which, when combined in harmonious
proportions, confer a unique characteristic to a perfume or a scented product.
Considering this feature, the first stage of this work was the development of a
method of analysis of volatile compounds from a fragrance by gas chromatography
using the technique of Headspace - Solid Phase Micro Extraction , HS-SPME. This
method was used to monitor the fragrance after its application in detergent powder
under different conditions of storage. The data obtained after the extraction and
chromatographic analysis were treated with chemometric tools, such as HCA,
Hierarchical Cluster Analysis, and PCA, Principal Component Analysis, to assist in
the interpretation of the data set. The chemometric methods allowed the
identification of groups in two-dimensional graphs, which show the variation of
samples of detergent with time and storage environment. Due to the need of the
fragrance industries to examine various aspects of the physical-chemical products
that work as the raw material and finished product, for their quality control, the
second stage of this work was based on the development of a model of
multivariate calibration, PLS, Partial Least Squares, for prediction of the physical
properties of fragrances, such as density and index of refraction, from the
chromatographic data. The tests were based on a matrix with 45 samples of
different fragrances and 675 variables. The model obtained showed a good
capability for prediction, with a relative error of less than 1.0% for density and 0.5%
for the index of refraction. This shows the possibility of predicting physico-chemical

data of fragrances with good precision from chromatographic analysis.
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INTRODUGAO

As novas exigéncias dos consumidores no mercado de limpeza doméstica,
que se resume em produtos mais eficazes, de maior praticidade, melhor
desempenho e preco acessivel, tém alavancado o setor no pais, com crescimento
tanto no volume produzido quanto em seu faturamento. Em 2006 foram
produzidos mais de 2,7 milhdes de toneladas de produtos de limpeza gerando um
faturamento de aproximadamente 10 bilhdes de reais [1].

De acordo com um levantamento divulgado pela ABIPLA, Associagéo
Brasileira das Industrias de Produtos de Limpeza e Afins, em seu anuario 2007, os
produtos de limpeza estdo presentes na maioria dos lares brasileiros,
independente da classe social. Alguns itens, no entanto, tém maior penetragao,
como é o caso dos detergentes em pd, que esta presente em 99,6% dos
domicilios, representando um faturamento de 3,1 bilhdes de reais em 2006 [2].
Dentre os componentes que fazem parte desse produto a fragrancia possui papel
importante nesse resultado. Um estudo feito pelo Grupo Procter & Gamble, na
Europa, revelou que 70 % dos consumidores declararam apreciar muito o perfume
do processo de lavagem de roupas, 25% acharam que deve ser agradavel e cerca
de dois tercos consideraram o aspecto olfativo na hora da compra do produto,
mostrando que muitos consumidores sdo influenciados diretamente por esse

requisito [3].



A fragrancia aplicada em produtos dessa natureza apresenta trés fungdes
basicas: cobrir o odor da base e o odor dos sélidos dissolvidos na solugdo de
lavagem, transmitir sensagao de limpeza e perfumar.

No entanto, a percepcao de um perfume depende da presenca de
moléculas odorizantes, de sua natureza e concentracdo [4]. Assim, conhecer a
interagdo entre uma fragrancia e o produto que se deseja perfumar tem se tornado
um elemento fundamental na perfumaria moderna. Como os perfumes de
composi¢cao conhecida possuem uma grande variedade de compostos volateis,
cada uma com caracteristicas fisico-quimicas diferentes, a determinacao
inequivoca de cada componente da fragrancia deve ser bem criteriosa. Com 0s
recentes avancgos nas técnicas de extracdo de compostos volateis, novos métodos
e técnicas estdo sendo desenvolvidos e podem ser aplicadas para conhecer
melhor o comportamento das fragrancias [5], auxiliando na criagdo de novas
férmulas que apresentem melhor desempenho quando aplicado em detergente em
po6 ou em qualquer outra base que se deseja perfumar.

Outro fator importante nesse segmento é a da qualidade do produto que as
industrias que produzem fragrancias devem disponibilizar aos seus clientes, sendo
que as variaveis sensoriais e fisico-quimicas dessas misturas odoriferas bem
como dos componentes naturais e sintéticos de que compdem as fragrancias,
devem ser comparados com padrdes e especificacdes pré-definidas. Uma grande
parte dessas especificagdes, principalmente as relacionadas a matéria prima, esta
estabelecida em literatura oficial, como Farmacopéia, International Organization
for Standardization (1SO), Associacéo de Oleos Essenciais e index Merck [6].

Compostos considerados mais simples e bem conhecidos séao
caracterizados normalmente por constantes fisicas, como densidade, indice de
refracdo, rotagao optica e ponto de fusdo. As vantagens desses parametros estao
relacionadas a rapidez das analises e a possibilidade de comparagcdo entre
diferentes laboratérios, e por isso sao indispensaveis. No entanto, para compostos
mais complexos que requerem identificacdo e quantificacdo, sdo empregadas

técnicas mais sofisticadas, como as cromatograficas e espectroscépicas [7][8].



OBJETIVOS

Os objetivos desse trabalho foram:

e Desenvolver um método empregando micro-extragdo em fase solida
para quantificacdo dos componentes de uma fragrancia usada em
detergente em poé.

e Monitorar a estabilidade da fragrancia em detergente em pd apds
diferentes condicbes de armazenamento.

e Prever a densidade e o indice de refragdo das fragrancias a partir dos

dados cromatograficos empregando a calibragdo multivariada.
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CAPITULO 1 — Revis3o Bibliografica

1.1. Fragréancias
1.1.1. Composigao quimica das fragrancias

Fragrancias sao substancias organicas com caracteristicas odoriferas
relativamente fortes e normalmente agradaveis sendo, portanto usadas em
perfumes e produtos perfumados [6]. Apds sua formulagdo apresenta-se como
uma complexa mistura homogénea de produtos naturais e sintéticos. A demanda
mundial por produtos naturais para fabricagédo de fragrancias esta entre 20 — 30 %,
enquanto para produtos sintéticos varia entre 70 — 80 % [9]. Com relagédo a
quantidade de diferentes compostos disponiveis, esse numero supera 3000
ingredientes, em sua maioria liquidos e n&o cristalinos. Geralmente uma fragrancia

consiste de uma mistura contendo entre 20 a 200 diferentes compostos [9].

O pré-requisito de uma substancia quimica para realizar um estimulo
olfativo é ter uma volatilidade suficiente para se apresentar no ar. Por essa razao a
natureza dos grupos funcionais, a estrutura e a massa molar sao fatores
importantes a serem considerados, pois influenciam a capacidade de difusao

dessa substancia no ambiente.
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Como os compostos apresentam volatilidade diferenciada devido a
natureza quimica, o odor de uma fragrancia se modifica durante sua evaporagéo,
por esse motivo pode ser classificadas em nota de topo, nota intermediaria ou de
corpo e nota de fundo ou nota seca, que consiste basicamente nos periodos de

evaporacgao dos componentes na mistura [6].

1.1.2. Fatores que influenciam a volatilidade de substancias

odorantes

Se uma substancia liquida ou sélida pura esta em um sistema fechado a
uma temperatura controlada e exposta ao ar, certamente vapores do liquido ou
solido serao liberados para o ambiente, o headspace. Sua concentracdo no ar
aumenta continuamente até atingir um nivel constante, deste modo alcangando
um equilibrio entre as fases. A concentragao no ar desta substancia é dependente,
podendo ser expressa em unidades de pressao (pressao de vapor em pascal ou
torricellis) ou em termos de concentragdo (concentragdo no headspace em
microgramas por litro de ar) e representa uma medida quantitativa para uma

substancia volatil pura.

Caso a substancia nao esteja em seu estado puro, sendo parte de uma
mistura, como em um 6leo essencial ou uma fragrancia, ou se o material esta
dissolvido em uma matriz liquida ou sdlida, sua evaporacdo do estado
condensado para a fase vapor ndo depende somente da pressao de vapor do
composto puro, mas também de sua composicdo na mistura. Para um sistema
fechado que apresenta um equilibrio de distribuicdo entre as fases, a relacao

quantitativa pode ser descrita pela lei de Raoult (equacéao 1).

pi = PXi (1)

onde:
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p; a pressao parcial da substancia i no ar acima da mistura,
p’° a presséo de vapor da substancia pura,

X; sua concentracao na mistura liquida em termos de fragao molar.

Para sistemas diluidos, por exemplo, solugdo de uma fragrancia em um

solvente, a distribuicdo de fase € melhor descrita pela lei de Henry (equagao 2).

pi = KX; (2)

onde:
K é o coeficiente de particdo ar / liquido, ou seja, uma constante em uma

determinada temperatura para um dado sistema (soluto / solvente).

Entretanto, ambas as leis sdo validas somente para sistemas fechados e
com comportamento ideal. Na pratica, muitos sistemas representam misturas ou
solugcdes nao ideais, devido ao fato que interagdes fisico-quimicas tomam lugar
entre as moléculas da mistura, no liquido bem como no vapor.
Conseqlentemente, a pressdo parcial de um dado componente pode ser
consideravelmente maior ou menor que o calculado com base nas leis de
distribuicao citadas acima, se as forgas de atragao ou repulsdo que agem sobre as

moléculas de um dado componente em um dado sistema forem predominantes [9].

Para que as leis de distribuicdo sejam validas para sistema n&o-ideal, é
necessario introduzir fatores de corre¢cdo, chamados de coeficientes de atividade e
fugacidade. O primeiro esta relacionado as interagdes moleculares no liquido, o
segundo na fase vapor. Com esses coeficientes, é possivel calcular a composigao
da fase vapor da fragrancia [10]. No entanto, tais fatores ndo estdo disponiveis
para amostras reais perfumadas que muitas vezes estdo longe de serem misturas
homogéneas ou solugdes ideais. A presencga de particulas solidas ou gotas devido
a separacao de fases, a formacao de micelas ou simplesmente o fato que uma

substancia odorante ou uma fragrancia é parte de uma matriz sélida, como por
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exemplo, base de sabonete ou detergente em pd, pode ter uma grande influéncia
na concentracdo de um composto no ar. Esses calculos baseados em distribuicao
de fases nem sempre dao resultados aproximados, como foi observado por Nobert
e Franz em um experimento que avaliaram a concentracdo de uma mistura de
compostos odorantes no heaspace apds a aplicagdao em diferentes matrizes ou
bases [9]. Outros fatores como a adsorcdo ou interagdes moleculares entre os
componentes em sistemas nao homogéneos podem apresentar um papel
adicional e possivelmente dominante [24].

Os varios aspectos de como as substancias volateis de aromas dependem
fortemente da natureza multi-fase das matrizes de alimentos foram discutidos por
Land [11]. Algumas dessas relagdes podem ser aplicadas a sistemas semelhantes

no campo de fragrancias.

1.2. Cromatografia Gasosa

A cromatografia gasosa (GC) € uma das mais comuns e importantes
técnicas analiticas usadas na industria de fragrancias [4] [23], visto que ela é
idealmente adaptada para compostos volateis que sdo a base desse segmento
industrial. Permite a separagcdo de misturas complexas facilitando a identificacéo e
quantificacdo dos componentes individualmente. A técnica de cromatografia a gas
€ baseada na particdo dos analiticos entre a fase mével (um gas como hélio,
hidrogénio ou nitrogénio) e a fase estacionaria liquida, que é frequentemente o
recobrimento interno de micro-tubo de silica fundida. O tempo tomado para um
material eluir na coluna, seu tempo de retencao, é reprodutivel sob as idénticas
condigdes de operacdo do cromatografo. O tempo de retengdo de um composto
pode ser um bom guia para sua identificacdo quando comparado com padroes

conhecidos.
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A configuragédo basica de um cromatografo a gas pode ser adaptada com
uma grande variagdo de injetores, colunas e detectores especificos para

aperfeigoar a separacao de componentes e auxiliar na sua identificagao.

1.3. Técnicas de preparo de amostra para analise de
fragrancias

O desenvolvimento e aplicagdo de métodos para a determinagdao da
composicao quimica de fragrancias € uma tarefa desafiante, devido a algumas

propriedades inerentes a essas amostras, dentre as quais se destacam:

e A concentracdo de analitos relevantes em amostras perfumadas pode
estar em concentragdes extremamente baixas.

e Muitas fragrancias sao derivadas de misturas bastante complexas, como
0s Oleos essenciais.

e Alguns compostos possuem limitada estabilidade quimica, devido a

fotdlise, oxidacao e outras reacoes.

Como consequéncia, a caracterizagao quimica de fragrancias normalmente
demanda técnicas de amostragem e preparo de amostras, separagdo do analito,
deteccao e quantificagao [5]. Normalmente uma técnica de separagao analitica é
utilizada na separagdo e quantificacdo. Cromatografia a gas acoplado ao
espectrdmetro de massas ou outro esquema similar de deteccdo sdo os métodos

mais comumente utilizados para analise de fragrancias [23].

Para a realizagao das analises das amostras, um isolamento adequado e
pré-concentracdo do analito ativo para o odor sdao mandatérios e critico na
metodologia para caracterizagdo quimica de fragrancias. Para isso, muitas
técnicas de extragdo, como extracao liquido-liquido classico (LLE), extragdo em

fase solida (SPE), microextracdo em fase solida (SPME), extracdo em fluido
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supercritico (SFE), entre outras, tem sido empregada para preparagao de amostra

na analise de fragrancias [5].

1.3.1. Métodos Classicos

1.3.1.1. Extracao Direta

A extracdo com solvente organico € um método utilizado para separagao de
Oleos essenciais de matrizes. A extracdo simples seguida da evaporagdo do
solvente foi um dos primeiros métodos usados para separacdo de compostos
aromaticos. No entanto, os compostos co-extraidos da matriz prejudicam a
ampliacdo do uso da extracdo direta. Essa técnica pode utilizar solvente puro
como, por exemplo, éter etilico, diclorometano, éter de petréleo e ou pentano,
quanto misturas. Estes solventes sdo os mais utilizados por apresentarem como
caracteristica baixo ponto de ebulicdo, possibilitando que os componentes mais
sensiveis nao sejam degradados com o aquecimento. Outro fator positivo é a
seletividade desses solventes que priorizam a remocao das substancias odoriferas

na extracao [12].

1.3.1.2. Destilagao

As varias técnicas de destilacdo sao normalmente diferenciadas de duas
maneiras com uma pequena variagao entre elas. No primeiro, método indireto, a
matriz para ser extraida € misturada com agua em um recipiente adequado fixado
a um condensador. A mistura é aquecida até a temperatura de ebulicdo da agua
de forma que os volateis possam ser arrastados pelo vapor que é entdo
condensado separando a agua do 6leo. Esse método chamado de hidrodestilagao
€ ainda amplamente usado para caracterizacdo de 6leos essenciais.

No segundo procedimento, método direto ou arraste a vapor, um recipiente

€ preenchido com o material a ser extraido e o vapor, que é introduzido na base,
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mistura-se com os compostos volateis, capturando-os. A destilacdo a vapor € um
dos métodos convencionais mais usados para extragdao de amostras odoriferas e
normalmente feita através da aparelhagem de Likens-Nickerson ou suas
derivagdes [5].

Essas técnicas possuem como principal desvantagem a decomposi¢ao dos
compostos termolabeis.

Os métodos de preparo de amostras a pressao atmosférica podem
apresentar sérias desvantagens quando aplicados na caracterizagdo de
fragrancias, uma vez que as temperaturas usualmente necessarias para a
operagao pode causar a degradacao de alguns analitos.

A destilacdo a vacuo pode minimizar o efeito negativo da temperatura para
os compostos termolabeis evitando sua degradacdo, sendo uma alternativa para
os métodos regulares de destilagéo.

1.3.2. Métodos modernos

As técnicas mais recentes de amostragem de volateis utilizam pouco ou
nenhum solvente organico. Como em outras técnicas, dependem da particdo dos
analitos da matriz e uma fase extratora que pode ser um gas, um liquido ou um
adsorvente [13]. Procedimentos baseados na manipulacdo do headspace em
contato com substancias volateis sdo populares e extremamente convenientes
para analises quimicas de fragrancias. Diferentes métodos tém sido empregados,
como a analise direta do headspace ou pela coleta das sustancias usando algum

dispositivo como um sorvente ou uma armadilha (trap).

1.3.2.1. Amostragem estatica do espaco livre — Headspace
Estatico

O Headspace Estatico tem como principio o equilibrio entre a fase liquida e
o seu vapor dentro de um recipiente fechado a uma temperatura controlada.

Dessa forma um volume pequeno e bem definido é retirado desse espaco livre

10
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através de um septo e analisado diretamente, normalmente por cromatografia
gasosa. A simplicidade do método consiste na analise direta da composigao
quimica da fragrancia contida em uma fragdo do ar em contato com a matriz
emissora do odor, sem nenhuma necessidade de tratamento da amostra. No
entanto como nenhuma pré-concentracdo dos analitos é realizada e considerando
0s baixos niveis dos componentes em determinadas composi¢des, esse método
apresenta como principal desvantagem a diluicdo da amostra ocasionando uma
baixa detectabilidade da analise [14]. Outra caracteristica inadequada ¢é o fato da

composicao da fase gasosa ser diferente da composi¢céo da matriz.

1.3.2.2. Amostragem dinamica no espaco livre — Headspace
Dinamico

No procedimento de amostragem dinamica no espacgo livre, também
conhecido como método de purga e captura, um gas inerte é borbulhado na
amostra (purga) e os analitos volateis sdo carregados para uma armadilha
(captura). O equilibrio entre a amostra e o headspace é constantemente alterado,
concentrando os volateis no adsorvente, possibilitando a aplicagdo a uma grande
faixa de compostos. O método pode ser diferenciado pela armadilha utilizada,
sendo elas: adsorventes ou criogénicas. As armadilhas criogénicas sao aquelas
que capturam os compostos em um recipiente refrigerado [15]. Os sélidos
adsorventes podem ser desde carvao ativado a silica gel, todavia os mais
utilizados sao os polimeros porosos sendo constituidos de poliestireno, ésteres
poliacrilicos ou resinas fendlicas. Alguns polimeros, como polidimetilsiloxano e
poliacrilato se comportam como solventes, pois se apresentam como liquidos na
temperatura de extracdo. Outros polimeros também tém sido utilizados, como o
Tenax (2,6 — paradifenileno) e seus derivados, conhecidos comercialmente por
Porapak.

A dessorgcao dos analitos capturados para subsequente analise pode ser
realizado com pequenas quantidades de um solvente adequado [16] ou usando

um dispositivo de dessorgao térmica automatizada [17]. Embora possa ter uma

11
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demanda mais complexa, um maior custo de manutengdo e ndo ser conveniente
para substancias sensiveis a alta temperatura, o processo de dessorcao térmica
tem algumas vantagens sobre a dessor¢cdo com solvente como, ser um
procedimento mais simples, ter melhores limites de deteccdo e nao ter
interferéncia dos picos do solvente nos cromatogramas.

De maneira geral a técnica permite bons rendimentos na recuperagao dos
compostos volateis ou através da dessorgcao térmica, embora possa causar
alteracbes moleculares naqueles compostos mais sensiveis, ou por meio da
dessor¢cdo com solvente, um método mais suave, mas que pode mascarar ou
perder algumas substancias volateis. As principais vantagens destacadas para
esse método se traduzem na obtengdo de um extrato mais limpo, ou seja, contem
um menor numero de compostos que naqueles obtidos pelo método de extragao
com solvente ou destilacdo, possibilidade de injecdo direta apds a extragdo com
os polimeros adsorventes no cromatografo (dessorgao térmica) e flexibilidade em
acondicionar diferentes amostras ajustando o tamanho do recipiente de acordo

com a necessidade.

1.3.2.3. Extrag¢ao com fluido supercritico

Conceitualmente o fluido supercritico é definido como qualquer substancia
cuja temperatura e pressao estejam acima do ponto critico, como normalmente é
demonstrado em um diagrama de fases cujas propriedades fisico-quimicas
assumem valores intermediarios daqueles dos estados liquido e gasoso [18].
Propriedades relacionadas ao poder de solvatacdo, como a densidade do fluido
supercritico, aproxima-se de um liquido, permitindo maior solubilizacdo do analito
de interesse, enquanto as propriedades relacionadas ao transporte de matéria,
como viscosidade e difusividade, atingem valores semelhantes de um gas,
auxiliando em uma maior penetragdo na matriz.

A técnica de extragao com fluido supercritico é relativamente recente e esta
baseada nas propriedades descritas acima, na qual é possivel controlar o poder

de solvatacao do fluido extrator por meio da variagao de pressao e temperatura

12
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acima do ponto critico. Como as propriedades de transporte de massa sao
maiores nos fluidos supercriticos, os fluxos de extracdo sdo mais rapidos e
ocorrem em tempos mais curtos.

Considerando a variedade de fluidos supercriticos disponiveis, o dioxido de
carbono é o mais utilizado devido as suas caracteristicas como inércia quimica,
praticamente atoxico nas condigcdes de uso, ndo ser inflamavel, facil remocao e
purificacao [19], custo inferior aos solventes organicos, facilmente reciclado apds o
uso e atinge o estado supercritico em condigdes relativamente amenas (31 °C, 73
atm). Uma outra caracteristica é a capacidade de remogédo de compostos menos
volateis a temperatura ambiente.

No entanto, o método necessita de um sistema de distribuicdo de fluido a
alta pressdo e uma fonte de gas de alta pureza, o que gera um custo elevado
quando comparado os outros sistemas de extracdo. Outra dificuldade da técnica

esta na extragdo de analitos com média e alta polaridade.

1.3.2.4. Microextracdao em Fase Sélida (SPME)

A Microextracdo em Fase Sdlida (SPME — Solid Phase Microextraction) é
uma microtécnica em que os processos de extragao e pré-concentragao do analito
ocorrem em uma unica etapa. Introduzida por Janusz Pawliszyn em 1990 [20],
oferece varias vantagens para o preparo de amostra abrangendo a redug¢ao do
tempo total de analise por amostra, menor tratamento / manipulagao, eliminagao
dos solventes organicos, perda reduzida de analito, simplicidade, baixo custo por
amostra, possibilidade de implementagao de procedimento analitico automatizado,
reuso da fibra, além da possibilidade de manipulacédo de pequenas quantidades de
amostra. Pela caracteristica da fibra ser um amostrador passivo, descarta a
necessidade de bombas e controladores de fluxo para amostragem em campo
[13][21]. Complementando, a fibra apresenta uma natureza hidrofébica com
pequena capacidade de extracdo do recobrimento, portanto ndo ha a necessidade
de secagem da amostra.

As fibras de SPME consistem em um pedaco de silica fundida de

aproximadamente 1 cm recoberta com uma fase extratora. Essa fibra € exposta a

13
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amostra. O polimero é capaz de extrair alguns compostos presentes na matriz de
acordo com sua afinidade pela fibra, separando-os da matriz e concentrando-os.
ApOs esse processo, a fibra € inserida no injetor de um cromatégrafo permitindo a
dessorcdo térmica do analito. O procedimento é rapido, simples e bastante
sensivel [22]. Para protecao da fibra, ela € montada em um dispositivo semelhante
a uma seringa, chamado aplicado ou holder.

Uma das principais diferencas entre a SPME e as técnicas convencionais
refere-se ao fato das extragdes dos analitos ndo ser exaustiva. A técnica é
baseada na distribuicdo dos analitos na matriz, no seu hedspace e no
recobrimento da fibra.

Ha dois tipos basicos de extracdo por SPME, extragdo direta e extragao
através do headspace. Na extracao direta a fibra é imersa diretamente na amostra
onde sdo extraidos os analitos. No modo headspace, os analitos primeiro
difundem da amostra para a fase gasosa e posteriormente da fase gasosa para o
recobrimento da fibra. Esse método é especialmente indicado para matrizes
altamente complexas e que podem danificar a fibra.

As fibras comercialmente disponiveis podem ser divididas em dois
diferentes grupos de acordo com o seu recobrimento, podendo ser polimeros
liquidos puros como polidimetilsiloxano (PDMS) ou poliacrilato (PA) e filmes mistos
contendo polimeros liquidos e particulas solidas adsorventes como Carboxen-
PDMS (CAR-PDMS), divinilbenzeno-PDMS (DVB-PDMS), Carbowax-DVB e
divinilbenzeno-Carboxen-PDMS. Os processos de extragdo envolvidos na SPME
sdo a particdo e a absorcdo e dependem da natureza do recobrimento. Filmes
mistos extraem os analitos por adsorgao, recobrimentos liquidos extraem pelo
processo particdo e normalmente sdo usados para extracdo no equilibrio de
compostos volateis.

A natureza quimica dos analitos determina o tipo de polimero usado na
extragdo, portanto a selegcao da fibra € baseada primeiramente na polaridade e
volatilidade dos compostos alvo, fornecendo seletividade e eficiéncia de extragao.

A técnica é muito sensivel as condicdes experimentais e qualquer variacao

que influencie diretamente o coeficiente de distribuicdo e as velocidades de sor¢ao

14
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pode prejudicar a reprodutibilidade do método. Desta maneira, para manter os
resultados reprodutiveis, as diversas variaveis experimentais devem ser
monitoradas durante o processo de sorgdo, incluindo a forma de amostragem
(imersao ou headspace), volume da amostra, controle de pH ou conteudo de sal,
controle do tempo e temperatura de amostragem. A eficiéncia da extragcdo em
SPME ¢é maximizada quando é atingido o equilibrio entre a amostra e o
recobrimento da fibra. O tempo de equilibrio € dependente do tipo de analito,
amostra, modo de extragdo e recobrimento da fibra. O tempo de equilibrio pode
ser reduzido nédo s6 através de uma agitacdo eficiente como também pelo
aumento da temperatura de extracdo ou por ambos [13].

A principal vantagem dessa técnica estda na habilidade em isolar e
concentrar compostos volateis sem a interferéncia de outros componentes na
matriz, aliado a uma maior seletividade para compostos volateis e semivolateis
quando comparada a técnica convencional de amostragem estatica do headspace.

Alguns trabalhos podem ser encontrados na literatura que demonstram a
aplicagédo da técnica de SPME para anadlise de fragrancias incorporadas em
produtos de higiene pessoal como xampus e sabonetes [41][42], produtos para
cuidados domésticos como detergente liquido e amaciante [38] e também para
avaliacdo de alquilbenzenos linear em detergentes liquidos [39]. Ha outros
exemplos de estudos que avaliaram o impacto da fragrancia em embalagens
cosméticas [40] e o perfil de evaporagao de um perfume na pele humana [41]. No
entanto, o numero de trabalhos publicados com esse fim é bastante limitado, isso
pode ser justificado pelo fato da técnica ser relativamente recente e as pessoas
que trabalham com outros métodos de extracdo de fragrancias ainda nao se

convenceram das potencialidades da técnica.

1.4. Métodos Quimiométricos

Diante do desenvolvimento do grande numero de técnicas instrumentais

para atender diversos segmentos da quimica, existe uma dependéncia cada vez
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maior dos recursos computacionais e, consequentemente um aumento na
aquisicao de dados que podem oferecer diferentes tipos de informagdes [25].

Diante desse perfil surgiu a necessidade de uma nova ferramenta que
pudesse ajudar na extracdo de maiores informagdes desses grandes conjuntos de
dados. Para atender essa demanda a quimiometria apresentou-se como uma area
interdisciplinar da quimica que utiliza métodos matematicos e estatisticos de
analise para planejar ou selecionar procedimentos otimos de medidas e
experimentos quimicos, bem como para extrair o maximo de informagdes
quimicas analisando dados quimicos [26][27].

Pode-se dizer, portanto que a quimiometria € uma ferramenta que atua nas
interfaces da ciéncia possibilitando uma unido entre a quimica e outras areas
como a matematica e estatistica. De acordo com a necessidade do estudo, a
quimiometria pode ser dividida em alguns segmentos aplicados como:
processamento de sinais analiticos, planejamento e otimizagdo de experimentos,
reconhecimento de padrdes e classificacdo de dados, calibragdo multivariada,
monitoramento e modelagem de processos multivariados, métodos de inteligéncia
artificial, dentre outras [28].

Particularmente, a vantagem da unido entre a quimiometria e a
cromatografia gasosa deve-se ao fato que a primeira € uma poderosa ferramenta
de analise de dados complexos, e a segunda possibilita a aquisi¢do de um grande

numero de informagdes em uma unica analise.

1.4.1. Analise exploratéria de dados

O objetivo inicial de técnicas de agrupamento é apresentar os dados em
que objetos com caracteristicas semelhantes se aproximem em um dado espaco
multidimensional, demonstrando terem alguma relagdo natural entre si; e o0s
objetos de diferentes grupos sejam diferentes uns dos outros [29]. Também é
possivel observar a presenca de amostras andmalas, que ndao seguem o padrao

das demais.
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Para realizar as analises exploratdrias multivariadas, os dados obtidos
sobre as amostras sdo organizados em planilha, ou seja, em uma matriz, a qual é
derivada por n amostras e m variaveis, resultando em uma matriz n x m. Assim,
em um conjunto de dados obtidos pela determinagdo de compostos organicos pelo
método cromatografico, as entradas da matriz sdo as diferentes amostras
estudadas e as variaveis sao os tempos de retencdo que corresponde a area ou
concentragdo dos compostos identificados [30][31].

Com os dados organizados em uma matriz é possivel fazer a visualizacao
dos dados originais. Essa etapa pode ajudar a identificar alguma anormalidade,
uma analise com algum desvio, como por exemplo, inje¢do de uma amostra
impura no cromatégrafo, utilizagdo de um método de analise diferente dos demais,
entre outros.

Um dos requisitos para utilizar métodos estatisticos de analise é a
necessidade de amostragem em replicatas para assegurar a representatividade
das amostras e diminuir erros que sao gerados aleatoriamente.

Usados para demonstrar as semelhangas e diferengas em diferentes tipos
de amostras, agrupando-as e classificando-as, os métodos quimiométricos, estao
divididos em dois grupos: métodos “supervisionados” e métodos “nao
supervisionados” de reconhecimento de padrdes. [26][27].

Nos métodos supervisionados, as classes das amostras sdo conhecidas e
esse dado € utilizado para a construcdo do modelo. Nos métodos nao
supervisionados ndo é utilizada essa informagao, ou seja, ndo ha necessidade de
conhecimento prévio das amostras sobre sua classificagdo. Elas sdo agrupadas
de acordo com os dados de analises adquiridos.

Os métodos nao supervisionados de reconhecimento de padrées podem
ser executados por agrupamento hierarquico (HCA, do inglés, Hierarchical Cluster
Analysis) ou por analise de componentes principais (PCA, do inglés, Principal
Component Analysis). Essas técnicas estdo fundamentadas na suposicao de que
quanto mais semelhantes forem as amostras, mais préoximas elas estardao em um

espaco multidimensional [26].
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Realizada a analise exploratdria, o resultado obtido pode ser usado para a
construcdo de modelos de classificagdo, os quais podem ser empregados para a
previsdo de amostras desconhecidas. Varios sdo os métodos de classificagao, no
qual podemos destacar dois por serem os mais utilizados, o SIMCA (do inglés,
Soft Independent Modelling of Class Analogy) e o KNN (do inglés, K-Nearest
Neigbhor). O método KNN ¢é bastante simples do ponto de vista matematico
enquanto que o método SIMCA é bem mais elaborado e sofisticado, no entanto
ambos podem apresentar bons resultados.

1.4.1.1. Pré-tratamento dos dados

Antes de desenvolver qualquer método de analise multivariada recomenda-
se um pré-tratamento dos dados para eliminar amostras andmalas, minimizar
ruidos e interferentes, procurando maximizar ou minimizar o efeito de certas
variaveis no processo.

Ha varias maneiras de tratamento das amostras antes de encontrar as
componentes principais. Para isso pode-se recorrer a ferramentas de pré-
tratamentos nas amostras do conjunto de dados, como por exemplo, a 12 e 22
derivadas, o alisamento e a normalizagao, entre outros, sendo que o uso de cada
método deve ser avaliado previamente, dependendo do conjunto em questao.

E possivel também proceder ao pré-processamento das varidveis que
podem ser feitos basicamente de trés maneiras: centrando-as na média,
escalando-as pela variancia ou auto-escalando-as (centralizagdo dos dados na
meédia e posterior escalamento pela variancia)[35].

A centralizacdo dos dados na média é convenientemente usada quando
todas as variaveis forem medidas em uma mesma unidade, possuindo uma
mesma magnitude, como acontece no caso de cromatografia e espectroscopia.
Neste tipo de pré-processamento, o centréide da matriz de dados é levado a
origem pela subtracdo da cada elemento da coluna pela média da respectiva

coluna (equagao 3).
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X, =X.-X. (3)

onde:

X,-j(cm) = valor centrado na média para a variavel j na amostra /;

X;; = valor da varidvel j na amostra j;

Xj = média dos valores das amostras na colunaj.

No escalamento pela variancia, cada elemento de dada variavel é dividido pelo
desvio padrdo dessa variavel, elevando dessa forma a variancia a unidade. Esse
tipo de escalamento conduz todos os eixos da coordenada ao mesmo

comprimento, dando a cada variavel a mesma influéncia no modelo (equacgao 4).

X, w = Ay 4
ij(var) — S ( )
J
onde:
Xy.(var) = valor escalado pela variancia para a variavel j na amostra i

X, = valor da variavel j na amostra i

S, = desvio padrdo dos valores da variavel j

Por ultimo, o auto-escalamento, que é feito pela centralizacido dos dados na
média e posterior escalamento pela varidncia. As variaveis terdo dessa forma
média zero e um desvio padrdo igual a um. Estes dois ultimos métodos sao
utilizados quando se pretende dar o mesmo peso a todas as variaveis medidas, ja
que a PCA, por ser um método de quadrados minimos, faz com que variaveis com

alta variancia possuam altos pesos (equacéo 5).
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X,

ij(as) =

X,
S__,. (5)

onde:

X,j(m) = valor auto-escalado da variavel j para a amostra i

X ; = media dos valores das amostras na coluna j

S ;= desvio padréo dos valores da variavel j

Determinado o pré-tratamento adequado para o conjunto de dados, inicia-

se entdo a analise exploratdria propriamente dita.

1.4.1.2. Agrupamentos por métodos hierarquicos (HCA)

A analise de agrupamentos hierarquicos € um meétodo de reconhecimento
de padrbes usado para formar agrupamentos em um conjunto de dados,
relacionando amostras ou variaveis de tal forma que os membros de cada grupo
apresentem caracteristicas semelhantes [29]. Como se trata de um método né&o
supervisionado € adequado especialmente para descobrir “padroes” de
comportamento.

Nesse método os dados sdo apresentados de maneira que possa ser
demonstrado o agrupamento natural em um espacgo bidimensional, que pode ser
obtido considerando-se as amostras ou as variaveis. A HCA calcula a distancia
entre as amostras, sendo que para distancias menores as amostras sdo mais
semelhantes. O agrupamento de amostras demonstra as similaridades entre as
mesmas, enquanto que o agrupamento das variaveis permite a correlagdo entre
elas [26][27].

Os dados sdo demonstrados sob a forma de uma arvore hierarquica,
também conhecida como dendograma, um grafico que representa a estrutura
hierarquica dos dados onde os comprimentos dos ramos das arvores representam

graus de similaridade entre os objetos. Considerando que as amostras préximas

20



CAPITULO 1 - Reviséo Bibliogréfica

entre si no espago multidimensional sdao semelhante referente as variaveis
consideradas, um indice numérico é calculado para determinagao da proximidade
entre pares de amostras, ou seja, a distancia entre elas. Apds essa avaliagao, as
amostras mais proximas sao agrupadas. Depois do agrupamento de todas as
amostras, o indice de similaridade entre os grupos é calculado. Para dois grupos

de A e B o indice de similaridade, Sa g € definido como (equag&o 6) [46]:

SA_B = 1,0 - (dA_B / dmax.) (6)

onde
da g - distancia entre grupos
dmax. - distancia maxima entre dois grupos de conjunto de dados.

Essa escala com os valores das distancias pode ser normalizada entre os
valores de zero e 1,0, ou seja, quando da g € igual a dmax. @ Similaridade entre A e
B € zero. Por outro lado, quando se tem duas amostras idénticas, isto €, quando
da g € igual a zero, a similaridade é 1,0. Com esses dados, as amostras podem
ser representadas por um dendograma, em que o comprimento dos ramos varia
de zero a 1,0 e correspondem ao grau de similaridade entre os grupos, onde dois
ramos distintos da arvore se unem para obter um unico grupo no valor
correspondente ao indice de similaridade entre dois respectivos grupos [26].

O dendograma resultante permite a visualizagdo das distancias entre as
amostras em que pode ser observado o grau de similaridade existente, facilitando
o0 reconhecimento de grupos em que varios métodos de conexdo podem ser
utilizados [32].

1.4.1.3. Anadlise por componentes principais (PCA)

A analise por componentes principais é definida como um método nao

supervisionado de analise multivariada dos dados, frequentemente empregada na

21



CAPITULO 1 - Reviséo Bibliogréfica

anadlise de dados complexos para auxiliar na observagdao de tendéncias ou
fendbmenos nao perceptiveis por simples observagdes [33][34].

A analise de componentes principais resulta da construgdo de um conjunto
de novos vetores, ortogonais entre si, chamados de componentes principais.
Esses novos componentes sdo combinagdes lineares das variaveis originais,
construidos em ordem decrescente de variancia, e, portanto, de quantidade de
informacgao, resultantes do agrupamento das variaveis altamente correlacionadas.
Sendo assim, as anadlises por componentes principais reduzem a
dimensionalidade do conjunto de dados original de forma que as informagdes mais
relevantes ficam concentradas nas primeiras componentes e as de menor
importancia nos ultimos. Dessa forma, as primeiras componentes principais sao
suficientes para descrever o sistema, possibilitando que seja facilmente
interpretado [26][27].

A analise por PCA, assim como por HCA, € uma poderosa ferramenta de
visualizagdo, em que os resultados sdo mostrados na forma de graficos
bidimensionais ou tridimensionais, conhecidos como graficos de scores em que as
amostras sao projetadas nos novos eixos, sendo possivel verificar o0 agrupamento
das que sédo semelhantes entre si e ainda a discriminagdo em classes. Como nao
€ possivel obter informagdes analisando graficos multidimensionais de uma soé
vez, as informacgdes contidas nas componentes principais sdo demonstradas em
graficos bidimensionais e as vezes tridimensionais. Em um grafico de scores da
primeira componente principal versus a segunda, por exemplo, todas as amostras
sdo alojadas no grafico na forma de pontos de acordo com suas coordenadas
nessas componentes. Além disso, a analise dos graficos construidos pelas
primeiras componentes principais € suficiente para extrair as informacdes sobre 0
sistema em estudo. Isto se deve ao fato de que as primeiras componentes

concentram a maior percentagem de informacgdes relevantes[46].

1.4.1.3.1. Andlise dos grdficos de pesos

Quando é observada a distingdo entre conjuntos de amostras nas analises

por componentes principais, € possivel verificar quais foram as variaveis ou

22



CAPITULO 1 - Reviséo Bibliogréfica

fatores que mais contribuiram para que ocorresse a discriminacdo. Essa
informagao é obtida pela analise dos graficos de loadings (pesos), o qual é obtido
em conjunto com os graficos de scores e tem por objetivo explicar o resultado
desses. Quando uma matriz de dados originais € decomposta pela analise por
PCA, resultam duas outras matrizes, a matriz de scores e a matriz de loadings
(pesos), sendo que a matriz original € o produto da matriz de scores pela
transposta da matriz de loadings (equacgéo 7) [26][27].

X=TxP" (7)

onde:

T = matriz de scores

PT = matriz de loadings

Os vetores de scores descrevem a relacido entre as amostras no subespaco
do modelo e os vetores de loadings descrevem a importancia de cada descritor
dentro do modelo. A correlacdo de amostras com valores positivos em uma
determinada componente principal no grafico de scores, com variaveis também de
valores positivos no grafico de loadings referente 8 mesma componente principal,
significa que tais amostras possuem maiores teores dos compostos representados
por essas variaveis. Da mesma forma, as amostras com valores negativos

apresentam baixa concentracdo dos mesmos compostos[26][27][29].

1.4.2. Calibragao multivariada

A calibragdo multivariada tem como objetivo basico relacionar dois blocos
de dados (X e Y), onde X (n, m) é o bloco dos dados experimentais contendo as
variaveis independentes, representado em suas linhas pelas amostras do conjunto
e em suas colunas pelas variaveis medidas e o outro bloco (Y), formado pela (s)

variavel (eis) dependente (s) [36]. Dessa forma, na calibragdo multivariada, ao
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contrario do que ocorre na univariada, utilizam-se multiplas respostas para
relacionar com a(s) propriedade(s) medida(s) das amostras [26].

Este tipo de calibragdo tem como principais vantagens o fato de permitir
determinagdes simultdneas de mais de um analito de interesse, permitir
determinagcdes mesmo na presenca de interferentes e, apresentar uma diminuicao
do erro estimado no modelo devido ao fato de ser um método que utiliza multiplas

variaveis.

A calibragcdo, de maneira geral, pode ser dividida em duas etapas

consecutivas:

- Modelagem: estabelece-se uma relagdo entre o sinal medido e a
propriedade que se deseja quantificar da amostra.

- Validacdo: assegura que o modelo reflete o comportamento da

propriedade mensurada.

Neste trabalho apresentaremos de forma sucinta um dos métodos
classificados como de calibragao inversa, o de Regresséo por Quadrados Minimos
Parciais (PLS, do inglés, Partial Least Square), que sera definido a seguir.

Uma vez construido o modelo, este deve ser validado, ou seja, testado para
garantir que os valores obtidos para a variavel dependente sejam iguais ou
bastante préximos dos experimentais.

A validagao pode ser de dois tipos: utilizando um conjunto externo ou por
meio da validagao cruzada.

No primeiro caso, o conjunto de dados é dividido em dois subconjuntos, de
calibragao e de validagdo. O modelo é construido usando as amostras do conjunto
de calibragao e depois ¢é validado utilizando o conjunto com as amostras restantes.
Os resultados obtidos para a variavel dependente nessa etapa sdo comparados
aos valores experimentais, sendo os residuos calculados. A eficacia do modelo

construido € maior quao menor forem os residuos encontrados.
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O método de Validagdo Cruzada funciona da seguinte forma: a matriz de
dados é dividida em pequenos grupos. Um determinado grupo é entdo removido
da matriz original e esta, agora reduzida, € decomposta normalmente em scores e
loadings, e o modelo de calibragdo é estabelecido sobre esse novo conjunto. A
partir deste, a propriedade das amostras removidas sera prevista e os residuos
obtidos entre os valores reais e os estimados sao computados. Isso & repetido
para todos os pequenos grupos do conjunto de dados [36].

Existem diversas maneiras de dividir a matriz de dados em subgrupos. Se o
numero de amostras ndo é grande, a melhor maneira é utilizar a chamada amostra
“‘uma amostra fora por vez”. Nessa, como o préprio nome ja diz, todas as amostras
sdo consideradas um subgrupo individualmente. Esse procedimento torna-se
bastante trabalhoso para conjuntos muito grandes, com muitas variaveis [37].

Em ambos os casos, os parametros comumente utilizados para avaliar a
eficacia dos modelos construidos sdo o PRESS (do inglés, Prediction Residual
Error Sum of Squares) e o SECV/SEP (do inglés, Standard Error of Cross
Validation / Prediction). A diferenga basica destes dois ultimos esta no fato de o

SECV levar em conta o numero de componentes principais (fatores) utilizados.

PRESSZZ(j}i_yi)z (8)

Z(JA}I _yi)2
SECV = —ln—k—l (9)

Z(JA/Z _yi)2
SEP =1|- " (10)
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Onde:

¥, € o valor previsto para a amostra i utilizando o modelo;
¥, € o valor medido para a amostra i;

k € o numero de fatores utilizado;
n € o numero de amostras do conjunto de calibracdo;

ApOs a validagao, ja € possivel utilizar o modelo construido na previsdo da

propriedade modelada em amostras de onde este valor € desconhecido.

1.4.2.1. Minimos quadrados parciais (PLS)

Um modelo de calibracdo é uma funcdo matematica que relaciona dois
grupos de variaveis, uma delas chamada dependente (Y) e a outra chamada
independente (X). Um método de regressdo multivariado bastante conhecido é o

PLS (do inglés, partial least square) e pode ser demonstrado na equagao 11.

Y=Xb+e (11)

Onde:

Y é o vetor que armazena as informagdes que se deseja correlacionar;
X é a matriz contendo os cromatogramas das amostras;
b é o vetor de regressao;

e é o vetor que representa o erro do modelo.

O método PLS considera a informagéo contida tanto na matriz X quanto Y
para a construcdo do modelo, decompondo ambas em seus componentes
principais, que sdao chamadas de variaveis latentes. O numero de variaveis
latentes que sera utilizado € determinado durante o processo de validagao
cruzada [28].
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O modelo PLS é obtido através de um processo interativo, no qual se
aperfeicoa ao mesmo tempo a projecdo das amostras sobre os pesos, para a
determinacao dos scores, e o ajuste por uma funcgéao linear dos scores da matriz X
aos scores da matriz Y de modo a minimizar os desvios [28].

O melhor modelo possivel é aquele em que se consegue obter as menores
matrizes de residuos nas matrizes, ao mesmo tempo em que se obtém a melhor

relacdo linear entre os scores de Xe Y.

27



CAPITULO 2 - Avaliagéo de fragrancia em detergente em p6 ap6s diferentes condigdes de estocagem.

CAPITULO 2 - Avaliacdo de fragrancia em detergente em
po6 apés diferentes condi¢coes de estocagem.

2.1. Introducéao

Uma das maiores preocupacdes no desenvolvimento de uma nova
fragrancia esta relacionada a sua estabilidade quando aplicada a qualquer produto
em seu periodo de validade, pois como discutido anteriormente, sdo varias as
variaveis que podem prejudicar o equilibrio entre a base e a fragrancia. Como ha
uma demanda por parte das industrias em geral para redugdo no tempo do
desenvolvimento dos produtos, devido a concorréncia entre elas, surge a
necessidade de prever em poucas semanas ou meses, as mudangas quimicas ou
fisicas que poderao ocorrer quando esses produtos forem comercializados, sendo
estocados nas prateleiras das lojas, na casa do consumidor, ou em qualquer lugar
com grandes variagbes de temperatura e umidade, como pode ocorrer durante o
periodo de um transporte [4]. Essa variagcdo pode ser faciimente verificada
avaliando as grandes diferengas ambientais no globo terrestre. Na tentativa de
prever o comportamento dos produtos apds fabricacdo, as industrias de
fragréancias desenvolveram protocolos de testes de estabilidade acelerados,
baseando-se na teoria de Arrhenius para fornecer aos clientes informacdes que
auxiliem na identificacdo do prazo de validade das mercadorias. A teoria define

que a cada 10 °C no aumento da temperatura a velocidade de uma reagao dobra,
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ou seja, 12 meses de uma reacgao a 20 °C corresponde a 12 semanas a 40 °C, 6
semanas a 50 °C ou 3 semanas a 60 °C. Na pratica, as industrias testam todos os
produtos a 0 — 4 °C, 20 ou 25 °C e 37 ou 40 °C por 12 meses como um requisito
minimo para verificagdo. A avaliacdo € realizada comparando as amostras
armazenadas em maior temperatura contra aquelas estocadas a 0 — 4 °C, que séo
consideradas os padrbes. Uma escala de 0 — 5 ou A — E pode ser utilizada para
sinalizar as variacbes na aparéncia fisica ou no odor da amostra, no entanto tal
meéetodo de avaliagdo nao permite descrever de maneira detalhada qual
componente esta influenciando de uma forma mais significativa na amostra, uma

vez que a avaliagao é apenas sensorial [4].

2.2. Objetivo

Diante do contexto de identificar quais compostos podem apresentar maior
variagdo durante um determinado periodo de estocagem, dois desafios foram
propostos para nortear o desenvolvimento do trabalho, sendo eles:

- Desenvolver um método empregando microextragdo em fase soélida para
quantificacdo dos componentes de uma fragrancia em detergente em po.

- Monitorar a estabilidade de uma fragrancia em detergente em po6 apds

diferentes condigdes de armazenamento.

2.3. Experimental

2.3.1. Materiais

Para analise dos compostos volateis, foi utilizado um holder de SPME para
amostragem manual da Supelco (Bellefonte, PA, USA) e quatro fibras comerciais
recobertas com 100um polidimetilsiloxano (PDMS), 65um polidimetilsiloxano /
divinilbbenzeno (PDMS / DVB), 65um carbowax / divinilbenzeno (CW / DVB) e

75um carboxen / polidimetilsiioxano (CAR / PDMS). Esses materiais foram
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adquiridos da Sulpelco. Foram utilizados frascos de vidro de 20 mL com tampa de

plastico e septo de silicone / teflon.

2.3.2. Reagentes

O detergente em p6é sem perfume (base) foi fornecido pela Quest
International (Vinhedo, SP, Brasil). Para composig¢ao do perfume foram utilizados
0s seguintes compostos: manzanate (2-metil pentanoato de etila), tetrahydrolinalol
(3,7-dimetiloctan-3-ol), dihydromyrcenol (2,6-dimetil-7-octen-2-ol), tetrahydro
geraniol (3,7-dimetil-1-octanol), ethyl benzoate (benzenocarboxilato de etila),
styrallyl acetate (acetato de metilbenzila), dimethyl-benzyl-carbinyl acetate (acetato
de 1,1-dimetil-2-fenil etila), pivarose (2,2-dimetilpropanoato de 2-feniletila), phenyl
ethyl alcohol (2-fenil-1-etanol), ethyl cinnamate (3-fenilpropenoato de etila), alcohol
C12 (dodecanol), dimethyl phenyl ethyl carbinol (2-metil-4-fenil-2-butanol),
diphenyl oxide (fenoxibenzeno), eugenol (2-metiloxi-4-(2-propenil)-fenol),
rosacetone (acetato de 2,2,2-tricloro-1-feniletila), methyl antranilate (2-
aminobenzoato de metila), tonalid 2 (1-(5,6,7,8-tetrahidro-3,5,5,6,8,8-hexametil-2-
naftil)etan-1-ona), benzophenone (fenilcetona), vanillin (4-hidroxi-3-metoxi-
benzaldeido), raspberry ketone (4-(4-hidroxifenil)-2-butanona)). Esses padrbes
foram fornecidos pela Quest International (Vinhedo, SP, Brasil) e possuem grau de

pureza superior a 99%.

2.3.3. Instrumental

As analises foram realizadas em um cromatografo a gas com detector por
ionizagdo em chama (GC-FID) 6890N, Agilent Technologies (China), equipado
com duas colunas conectadas a um injetor split / splitless. A primeira coluna
capilar CP-WAX 58 (FFPA) CB (acido nitrotereftalico quimicamente ligado com
polietilenoglicol), 25 m x 0,25 mm x 0,2 um, Varian (SP, Brasil), foi conectada ao

detector de frente (FID_1). A segunda coluna BP1, (100% dimetilpolisiloxano), 25
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m x 0,22 mm, 0,25 um, SGE (Australia), foi conectada ao detector de tras do
equipamento (FID_2).

Na aquisicdo e avaliagao dos dados foi utilizado o software Chemstation
Rev. A.10.01, Agilent Technologies (USA). Para tratamento quimiométrico dos
dados foi utilizado o software Pirouette 3.02, Infometrix.

Para condicionamento das amostras durante o periodo da avaliagdo de
estabilidade foram usadas: geladeira Metalfrio VB50R, Continental, estufas Binder
para Controle de Temperatura e Umidade. As amostras foram embaladas em
cartuchos de papeléao, que reproduzem as embalagens comerciais de detergente

em po com um volume menor de amostra (1309).

2.3.4. Preparo das amostras

2.3.4.1. Criac¢ao da Fragrancia

A fragrancia foi elaborada misturando-se os 20 compostos citados no item
1.3.2 com a massa necessaria para que tivessem a mesma concentracdo na
mistura (5 % m/m) obtendo-se o dleo da fragrancia sintética. A separagao
cromatografica foi otimizada com esta mistura e as condi¢gées cromatograficas

estao informadas no item 1.3.6.

2.3.4.2. Aplicacdao do dleo no detergente em poé para otimizagao

das condicoes de extragao por SPME

Foram separadas trés amostras de 100 g do detergente em poé sem
perfume e incorporado 0,3 % m/m do 6leo em cada amostra. Essas amostras
foram embaladas nos cartuchos e mantidas em temperatura ambiente por duas
semanas para incorporacao do perfume a base.

ApOs esse periodo, iniciou-se a investigacao dos parametros que afetam as

condigdes de extracdo por SPME, como a selecao de fibra, efeito da massa de
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amostra, efeito da temperatura, do tempo de pré-equilibrio e do tempo de

adsorcao.

2.3.4.3. Aplicacio do oleo no detergente em pd para

qguantificagao dos componentes da fragrancia.

Para quantificacdo de cada componente do perfume foi empregado o
método de calibracao externa. Para isso foram pesados 3,0 g do detergente em po
em um frasco de 20 mL e adicionado determinada quantidade do 6leo. Esse
procedimento foi repetido usando sempre a mesma quantidade de detergente em
po e variando a massa de Oleo. Para extragao foram adotados os parametros

otimizados na etapa anterior.

2.3.4.4. Aplicagdo do dleo para o estudo de estabilidade apos

diferentes condi¢cdes de armazenamento

Para o estudo de estabilidade foram aplicados o 6leo em um grupo de 12
amostras, sendo que em cada aplicacao foi pesada 130 g do detergente e
incorporado 0,3 % m/m do éleo. Apds a aplicagao a substancia foi homogeneizada
em sacos de polietileno permanecendo por 24 horas nessa embalagem. Passado
esse periodo, as amostras foram armazenadas em cartuchos. 04 cartuchos foram
submetidos a temperatura de 4 °C, na geladeira; 04 foram submetidos a
temperatura de 37 °C e umidade relativa 70 %, na estufa de temperatura e
umidade controlada; e 04 foram submetidos a temperatura de 45 °C, na estufa de
temperatura controlada. Detergentes sem perfume também foram submetidos as
mesmas condi¢cdes de armazenagem.

Decorrido o tempo pré-definido (2, 4, 8 e 12 semanas), um dos cartuchos
de cada condigdo de armazenagem foi separado e analisado pelo cromatégrafo a
gas. A avaliacdo cromatografica foi realizada pelo método de microextragdo em

fase soélida conforme parametros previamente otimizados. Os dados geraram uma
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matriz composta por 34 amostras e 197 variaveis. Os dados foram tratados com

software Pirouette 3.02.

2.3.5. Condigoes de extragao por SPME

As quatro fibras comercialmente disponiveis, 100 um PDMS, 65 um PDMS /
DVB, 65 um CW / DVB e 75 um CAR / PDMS foram usadas para verificacdo da
capacidade de extragao dos compostos em estudo. Antes do uso, as fibras foram
recondicionadas por aquecimento no injetor do cromatografo a gas a uma
temperatura de 200 °C por 1 h para remover os contaminantes.

Todas as extragdes foram realizadas no headspace da amostra em frasco
de vidro de 20 mL. Experimentos variando massa de amostra, temperatura, tempo
de equilibrio e tempo de pré-equilibrio foram avaliados para encontrar a condi¢ao

ideal de extracao.

2.3.6. Analise cromatografica

Apés a extracao, a fibra de SPME foi removida do frasco com amostra e
imediatamente inserida no injetor do cromatégrafo a gas onde ocorreu a
dessorgao térmica a 200 °C, deixando a fibra exposta no injetor por 10 min. As
condigdes de separagdo foram as seguintes: temperatura inicial do forno 70 °C,
aquecimento 10 °C / min até 150 °C e 13 °C / min até a temperatura final 250 °C
mantida por 8 minutos, temperatura do injetor e detector foram mantidas 200 °C e
300 °C respectivamente. O hidrogénio, pureza 5,0, White Martins (Osasco, SP,
Brasil), foi utilizado como gas de arraste com presséo 15,0 psi e fluxo 3,2 mL / min
para coluna 1 e 1,9 mL / min para coluna 2.

O hidrogénio e ar sintético, pureza 5.0, White Martins, foi utilizado no
detector de frente com fluxo de 28,7 mL / min para o H, e 450,0 mL / min para o ar
sintético e no detector de tras 26,8 mL / min para o Hz e 450,0 mL / min para o ar

sintético.
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2.4. Resultados e discussao

2.4.1. Otimizagao das condi¢goes cromatograficas

A otimizacao das condigdes cromatograficas visando a separacao de todos
os componentes foi avaliada em duas colunas com polaridades distintas e essa
avaliacao foi possivel devido a configuracdo do cromatégrafo, que possui duas
colunas acopladas ao mesmo injetor. A figura 01 mostra o perfil dos
cromatogramas obtidos apd6s definicdo dos principais parametros que permitiram
uma boa resolugcado cromatografica. A identificacdo de cada pico foi realizada apés
a injegdo do composto puro. Esse processo foi facilitado pelo fato de cada
composto apresentar dois picos por analise, ou seja, um pico em cada coluna, em
tempos de retengao diferentes. Assim, os compostos com tempos de retencao
muito préximo em uma coluna foram separados e identificados pela segunda

coluna. A tabela 01 contém o tempo de retencéo para todos esses componentes.
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FigUura 1: éromatoqgramas Bobtidos Sda fragrancia pura. (A) 12:oluna gapilar (138P—WAX
58 (FFPA) CB, 25 m x 0,25 mm x 0,2 um, temperatura inicial 70 °C, aquecimento
10 °C / min até 150 °C e 13 °C / min até a temperatura final 250 °C mantida por 8
minutos, temperatura do injetor e detector foram mantidas 200 °C e 300 °C,
hidrogénio com gas de arraste com pressao 15,0 psi e fluxo 3,2 mL / min. (B)
coluna capilar BP1, 25 m x 0,22 mm x 0,25 um, temperatura inicial 70 °C,
aquecimento 10 °C / min até 150 °C e 13 °C / min até a temperatura final 250 °C
mantida por 8 minutos, temperatura do injetor e detector foram mantidas 200 °C e

300 °C, hidrogénio com gas de arraste com pressao 15,0 psi e fluxo 1,9 mL / min.

Tabela 1: Férmula molecular dos compostos utilizados na elaboragado da

fragrancia e seu tempo de retengéo para as duas colunas.

Descricdo Formula Molecular tr FID_1 tr FID_2
Manzanate CgH1602 2,08 1,75
Tetrahydro Linalol C10H220 4,75 3,22
Dihydro Myrcenol C10H200 5,17 2,91
Tetrahydro Geraniol C1oH220 7,47 4,34
Ethyl Benzoate CgH1002 7,51 3,89
Styrallyl Acetate C10H1202 7,90 4.14
Dimethyl Benzyl Carbinyl Acetate C12H1602 8,71 5,81
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Pivarose C13H1802 9,58 7,08
Phenyl Ethyl Alcohol CgH100 10,16 3,19
Alcohol C12 C12H260 10,67 7,91
Dimethyl Phenyl Ethyl Carbinol C11H160 10,67 5,43
Diphenyl Oxide C12H100 11,11 6,78
Ethyl Cinnamate C11H1202 12,13 7,55
Eugenol C10H1202 12,41 6,22
Rosacetone C1oHoCL302 12,75 8,68
Methyl Anthranilate CgHgNO- 13,01 5,91
Tonalid 2 C1gH260 14,22 11,87
Benzophenone C13H100 14,86 9,37
Vanillin CsHgO3 15,38 6,49
Raspberry Ketone C10H1202 18,93 8,45

Com base nos cromatogramas observou-se que o tempo de analise para a
coluna capilar BP1 foi menor e a resolugao foi mais adequada, uma vez que
apenas dois compostos ndo separaram completamente. Ja na coluna CP-WAX o
numero de componentes que nao apresentaram completa separagdao foram
quatro. Outra vantagem da coluna BP1 foi o sinal mais intenso para todos os
picos. Portanto, a coluna BP1 mostrou as melhores condicbes para a separagao
dos compostos da fragrancia e foi a coluna escolhida para o monitoramento da

otimizagdo da metodologia de extracao.

2.4.2. Otimizagao da metodologia de extragao por HS-SPME-GC-
FID

Essa etapa do trabalho teve importancia fundamental, pois as condigdes
estabelecidas nesse processo foram usadas para quantificagdo e monitoramento
da estabilidade das amostras. A inser¢cdo da fibra no frasco da amostra poderia
ser no headspace ou diretamente na matriz da amostra. O modo headspace foi
escolhido para evitar degradacdo da fibra que poderia ser causada pelos

componentes da base do detergente em po.
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2.4.2.1. Selecao de Fibra

A selecgéo das fibras deve ser baseada inicialmente nas caracteristicas de
polaridade e volatilidade dos analitos de interesse. No entanto, nos casos em que
se encontra um grande numero de analitos, com propriedades fisicas e quimicas
diferentes, a avaliacdo de diferentes fibras € importante para conhecer qual fibra

possui maior afinidade com os analitos.

Quatro tipos de fibras foram avaliados nesse trabalho. Nas figuras 02 e 03
pode-se verificar que as fibras que apresentaram melhor desempenho foram as de
PDMS e de PDMS / DVB. Todas as extragdes foram realizadas a temperatura de

80°C, 5 minutos para pré-equilibrio e 5 minutos de equilibrio.

4000+

3000+
B FID_1 - Coluna CP-Wax 58

2000+ FID_1 - Coluna BP1

Area do Pico

1000

PDMS PDMS/DVB CW/DVB CAR/PDMS

Figura 2: Area total dos picos da fragrancia para as quatro fibras. PDMS (100um
polidimetilsiloxano); PDMS / DVB (65um polidimetilsiloxano / divinilbenzeno); CW /
DVB (65um carbowax / divinilbenzeno) e CAR / PDMS (75um carboxen /

polidimetilsiloxano).
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2.4.2.2. Quantidade de amostra

A quantidade de amostra utilizada para extragao é importante, pois pode
ocorrer tanto a competicao entre os analitos pelos sitios ativos da fibra quanto sua
saturagcdo. No caso especifico de amostras de detergente em p6é6 uma maior
quantidade de amostra colocada no interior do frasco melhorou a reprodutibilidade
entre as analises.

Conforme mostrado na figura 4, a massa de amostra com maior quantidade
de analito extraida foi 3,0 g. Nao foi possivel aumentar mais a quantidade devido

ao volume do frasco empregado que dificultaria a extragdo no headspace.

5000
4000 s

9 .

-2 3000+ o . :
° II:I | l.
T I:l. : n :-.

$ 2000 ::_.':_ . ]

< ;:::_ "
1000+ e - -
II.I I.l l.l

s . .

0 LA
1,0 2,0 3,0
Massa / g

Figura 4: Area de todos os picos referente ao perfume em funcdo da quantidade

de amostra colocada no frasco empregando a coluna BP1 (FID_2).

2.4.2.3. Efeito da temperatura
Foi testada a eficiéncia da extracdo do perfume no headspace em fungcao
da temperatura. Para avaliagao, foi utilizada uma faixa de temperatura de 40 a 90

°C com a fibora PDMS / DVB. O tempo adotado para o pré-equilibrio e equilibrio foi

de 5 minutos.
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Na figura 5, é possivel constatar que a melhor temperatura de extragao foi
de 80 °C, pois temperaturas maiores ndo mostraram vantagens em relagédo a

quantidade extraida.

5000+

4000+

3000 EFID_1 - Coluna CP-WAX

58
EFID_2 - Coluna BP1

2000+

Area do pico

1000+

40 50 60 70 80 90

Temperatura / °C

Figura 5: Efeito da temperatura na extragdo dos componentes da

fragréncia.

Na figura 06, pode-se observar com mais detalhes o perfil de extragao de
cada composto e constatar que alguns compostos melhoraram a resposta com o
aumento da temperatura de 80 para 90 °C, e outros diminuiram com essa
variagao.

Temperatura de extracdo semelhante pode ser encontrada no trabalho
publicado por Bothe et al. desenvolveram um método de determinagdo de
fragréancia em diferentes matrizes como, detergente liquido, amaciante e cera de
vela. A temperatura 6tima que encontraram para extracdo com a fibra PDMS foi de
80 °C [38].
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Figura 6: Resposta na extragdo de cada componente em fungdo da temperatura

empregando a coluna BP1 - FID_1.

2.4.2.4. Efeito do tempo de pré-equilibrio

Esse parametro foi avaliado para identificar qual a influencia do pré-
equilibrio na extracdo, que é o tempo em que a amostra fica no interior do frasco
fechado antes da exposicéo da fibra. O tempo considerado mais adequado foi de
10 min, pois apos esse periodo nao foi observado aumento consideravel na

variagdo da quantidade extraida conforme evidenciado na figura 07.
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Figura 7: Area total dos picos da fragrancia obtidas nos detectores FID_1 e FID 2

em fungao do tempo de pré - equilibrio.

2.4.2.5. Efeito do tempo de adsor¢ao

Uma condicdo considerada o6tima para extracdo por SPME é quando a
concentracdo do analito na amostra e na superficie da fibra esta em equilibrio.
Para determinagao do tempo de equilibrio de adsorgéo foi variado o tempo de 5 a
60 minutos. O perfil de adsorgéo pode ser visto para todos os picos na figura 08 e

para cada componente na figura 09.
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Figura 8: Resposta dos picos relacionados a fragrancia nos dois detectores, FID_1

e FID_2, em funcéo do tempo de adsorgao.
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Considerando os resultados mostrados na figura 08 e o comportamento de

cada substancia da fragrancia na Figura 09, foi definido o tempo de equilibrio em

30 min, embora esta condi¢gdo nao tenha sido alcangada para todos os analitos,

como por exemplo, o Tonalid 2 e Benzophenone.

Apos esses estudos, as condigdes consideradas mais adequadas para a

extragdo da fragrancia foram: Fibra PDMS / DVB, quantidade de amostra 3,0g,

temperatura 80°C, tempo de pré-equilibrio 10 min e tempo de adsor¢ao 30 min.
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Figura 9: Perfil de extracdo para cada componente em fungdo do tempo de

equilibrio. Resposta obtida com a coluna BP1 detector FID 2.
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2.4.3. Quantificacao dos

detergente em pé.

2.4.3.1. Curva analitica

componentes

da fragrancia no

Para obtencdo das curvas analiticas, em uma mesma quantidade de

detergente em po, foram adicionadas quantidades diferentes de fragrancias. As

curvas obtidas podem ser vistas na figura 10.
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Figura 10: Curvas analiticas para os diferentes componentes da fragrancia

empregando as colunas CP-WAX 58 e a BP1

Os dados calculados a partir das curvas analiticas como coeficientes de

correlagao, inclinagdes, interceptos e limites de quantificagéo estdo informados na

tabela 2.
O limite de quantificagdo do instrumento foi determinado baseando-se na

relacdo sinal / ruido de cada composto. Varias solugdes alcodlicas foram

preparadas em ordem descrente de concentragdo para avaliagdo de qual era a

menor concentracdo possivel para ser quantificada, ou seja, a resposta do

composto no cromatograma foi 10 vezes maior que amplitude do ruido [47][47]. Os

resultados encontrados podem ser avaliados na tabela 2.
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Tabela 2: Parametros obtidos através das curvas analiticas. (a: inclinagdo da

curva, b: intercepto, r. fator de correlacdo, LQ: limite de quantificacdo do

instrumento).

COMPOSTO Intervalo linear (mg) a b r LQ (mg)
Manzanate 0,0075 - 0,7500 1406,8 17,3 0.9995 0,00053
Tetrahydro Linalol 0,0075 - 0,7500 1803,3 32,5 0.9955 0,00122
Dihydro Myrcenol 0,0075 - 0,4500 1432,0 31,9 0.9968 0,00127
Tetrahydro Geraniol 0,0075 - 0,1500 5300,9 58,0 0.9949 0,00292
Ethyl Benzoate 0,0037 - 0,1500 3020,8 24,2 0.9974 0,00180
Styrallyl Acetate 0,0075 - 0,1500 3903,8 18,4 0.9967 0,00160
Dimethyl Benzyl Carbinyl Acetate 0,0075 - 0,1500 5555,9 74,2 0.9930 0,00126
Pivarose 0,0075 - 0,0750 11776,0 26,7 0.9855 0,00119
Phenyl Ethyl Alcohol 0,0075 - 0,3000 941,2 41,5 0.9913 0,00255
Alcohol C12 0,0075 - 0,0750 4030,7 54,3 0.9991 0,00164
Dimethyl Phenyl Ethyl Carbanol 0,0022 - 0,0750 4481,7 87,1 0.9909 0,00356
Diphenyl Oxide 0,0075 - 0,0750 11842,0 142,0 0.9935 0,00171
Ethyl Cinnamate 0,0022 - 0,0750 9988,3 141,7 0.9908 0,00227
Eugenol 0,0075 - 0,0750 3047,6 44.8 0.9898 0,00265
Rosacetone 0,0075 - 0,7500 5768,3 75,6 0.9921 0,00582
Methyl Anthranilate 0,0075 - 0,0750 3498,6 68,1 0.9964 0,00201
Tonalid 2 0,0075 - 0,0750 2680,1 130,0 0.9931 0,00117
Benzophenone 0,0075 - 0,0750 9519,4 187,5 0.9907 0,00127
Vanillin 0,0075 - 0,0750 277,5 -1,7 0.9895 0,00405
Raspberry Ketone 0,0075 - 0,0750 823,9 59 0.9830 0,00002

2.4.3.2. Monitoramento de cada componente da fragrancia apos

os periodos de armazenagem.

Decorrido os periodos pré-definidos de 2, 4, 8 e 12 semanas, as amostras
de detergente em pd com a fragrancia adicionada foram avaliadas
cromatograficamente.

A concentragdo de cada um dos compostos da fragrancia foi calculada a
partir das curvas analiticas apos o periodo pré-definido de armazenagem do
detergente em pé conforme evidenciado na Tabela 3. Alguns valores estao
expressos como “NQ”, ndo quantificavel, ou seja, o resultado obtido esta abaixo
do limite de quantificacdo do método. Estes resultados também podem ser

visualizados nos graficos da figura 11, sendo que cada grafico representa a
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variagao obtida dos compostos em relacido a condicdo considerada referéncia, que

foi definida como a armazenagem a 4 °C.

Tabela 3: Concentragdo dos componentes das fragrancias apoés diferentes

periodos e condicdes de armazenamento.

Tetrahydro Linalol
Dihydro Myrcenol
Styrallyl Acetate

37°C/70 37°C/70 37°C/70 37°C/70
Composto 4°C % UR 45°C 4°C % UR 45°C 4°C % UR 45°C 4°C % UR 45°C
2° semana (mg) 4° semana (mg) 8° semana (mg) 12° semana (mg)
Manzanate 0.06 NQ NQ 0.01 NQ NQ NQ NQ NQ NQ NQ NQ
Tetrahydro Linalol 0.24 0.24 0.08 0.20 0.11 0.04 0.21 NQ NQ 0.22 NQ NQ
Dihydro Myrcenol 0.23 0.23 0.08 0.20 0.1 0.04 0.21 NQ NQ 0.22 NQ NQ
Tetrahydro Geraniol 0.04 0.05 NQ 0.04 0.05 0.03 0.04 0.03 NQ 0.04 0.04 0.03
Ethyl Benzoate 0.17 0.03 0.05 0.14 NQ NQ 0.14 NQ NQ 0.13 NQ NQ
Styrallyl Acetate 0.15 NQ 0.07 0.12 NQ 0.04 0.12 NQ NQ 0.10 NQ NQ
Dimethyl Benzyl Carbinyl Acetate 0.15 0.14 0.09 0.13 0.07 0.07 0.14 0.02 0.03 0.14 0.01 0.02
Pivarose 0.09 0.10 0.08 0.08 0.06 0.06 0.09 0.05 0.06 0.08 0.04 0.05
Phenyl Ethyl Alcohol 0.10 0.06 0.09 0.11 0.13 0.09 0.11 0.13 0.09 0.13 0.12 0.07
Alcohol C12 0.05 0.04 0.05 0.05 0.07 0.06 0.06 0.09 0.07 0.06 0.06 0.07
Dimethyl Phenyl Ethyl Carbanate NQ NQ NQ NQ 0.04 NQ NQ 0.04 NQ NQ 0.05 0.04
Diphenyl Oxide 0.09 0.08 0.06 0.08 0.06 0.03 0.09 0.03 NQ 0.09 0.02 NQ
Ethyl Cinnamate 0.04 NQ 0.04 0.04 NQ 0.04 0.04 NQ 0.04 0.04 NQ 0.04
Eugenol NQ NQ NQ NQ NQ NQ NQ NQ NQ NQ NQ NQ
Rosacetone NQ NQ NQ NQ NQ NQ NQ NQ NQ NQ NQ NQ
Methyl Antranilate 0.04 NQ 0.03 0.03 NQ 0.03 0.03 NQ 0.02 0.03 NQ NQ
Tonalid 2 0.01 0.04 0.01 0.05 0.10 0.04 0.02 0.05 0.03 0.03 0.06 0.05
Benzophenone 0.04 0.04 0.04 0.05 0.07 0.04 0.04 0.05 0.04 0.04 0.04 0.04
Vanillin NQ NQ NQ NQ NQ NQ NQ NQ NQ NQ NQ NQ
Raspberry Ketone 0.02 0.00 0.01 0.02 NQ 0.00 0.01 NQ NQ 0.01 NQ NQ
NQ = ndo quantificavel
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Figura 11: Variagcao percentual da area do pico cromatografico dos compostos da
fragrancia em cada situagdo de armazenagem. Os dados foram calculados

considerando a amostra a 4 °C como referéncia.

Com esses dados € possivel avaliar como as fragrancias se comportam
com o tempo. Nao é possivel estabelecer uma regra geral para a variagdo de
todos os compostos, uma vez que ha varios parametros que influenciam na
evaporagcdo de uma fragrancia, desde a volatilidade de cada componente,
interagdo entres as moléculas da propria fragrancia e principalmente interagdes
fisicas com a base. Mas conforme descrito no item 1.1.1, fragrancias possuem
notas de topo, notas intermediarias e notas de fundo e essa definicdo € uma
tentativa de demonstrar os diferentes estagios de evaporagdo em uma fragrancia.
Pode-se verificar nos graficos que compostos com maior volatilidade normalmente
sdo evaporados nas primeiras semanas, ja compostos com baixa pressao de

vapor demoram mais para se desprender da base. Isso explica porque em alguns
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casos ha compostos com mais de 100 % quando comparado com a amostra
padrao, geladeira e indica que em uma determinada condigdo ha uma maior
evaporagao do composto quando submetido a 45 °C, do que se estivesse na
geladeira.

Na figura 12 esta ilustrada a variagdo dos compostos no transcorrer do
periodo em que as amostras foram submetidas a diferentes condicbes de
temperatura e umidade. Alguns componentes de acordo com a condicdo de
estocagem apresentaram reducdo com o tempo, outros permaneceram
relativamente constantes no periodo, no entanto, devido a grande quantidade de
informacdes disponiveis € dificil uma rapida interpretacdo que auxilie no
desenvolvimento de novas fragrancias para essa base.

Para facilitar as informacgbes processadas, os dados foram tratados com

meétodos quimiométricos que serao discutidos a seguir.
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Figura 12: Indicacdo da variagdo de massa no transcorrer do periodo de
armazenagem. G: Temperatura 4°C; Y: temperatura 35°C e umidade 70%; R
temperatura 45°C; 2: duas semanas; 4: quatro semanas; 8: oito semanas e 12:

doze semanas.
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2.4.4. Andlise quimiométrica dos dados

Para faciltar a compreensdo do grande volume de resultados
cromatograficos obtidos foi utilizado dois métodos quimiométricos exploratorios,
chamados HCA, (do inglés, Hierarchical Cluster Analysis), e PCA, (do inglés,
Principal Component Analysis). Como discutido anteriormente a HCA busca
agrupar as amostras em classe, baseando-se na similaridade entre os
participantes da mesma classe e na diferengca entre os membros de classes
diferentes. A representagcao grafica € denominada de dendograma. A PCA visa
reduzir a dimensionalidade do conjunto de dados original preservando a maior

quantidade de informacgao (variancia) possivel.

2.4.4.1. Analise exploratdria de todas as amostras

Inicialmente todos os resultados cromatograficos obtidos pelas amostras
com e sem perfume foram submetidas a analise exploratéria, com intuito de
verificar se o método poderia descriminar amostras com e sem perfume,
diferenciacao facilmente observada quando as amostras sdo submetidas a uma
avaliacao sensorial.

As figuras 13 e 14 demonstram, embora a representagao grafica tenha sido
obtida por algoritmos diferentes, a diferenca entre as amostras com perfume e
sem perfume, mostrando que essa diferenga pode ser facilmente identificada nos
graficos de HCA e PCA.
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Figura 14: Grafico de scores (a) e grafico de loadings (b). Variancia explicada na
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A analise por componentes principais demonstrou que um pequeno numero
de componentes principais explica a variabilidade total dos dados, i.e. as duas
primeiras componentes principais explicam 72,4 da variabilidade total. A primeira
componente principal é responsavel por 52,4 % e a segunda por 19,7 % da
informagado total. Dois agrupamentos sdo observados quando os dados sao
expostos com relacdo as duas primeiras componentes principais, sendo que 0
grupo menor (verde) corresponde as amostras sem perfume e 0 grupo maior
(marrom) as amostras com perfume. No entanto tal observagéo nao surpreende,
pois a primeira componente principal explica a maxima projeg¢ao unidimensional do

total de variagcao dos dados obtidos.

2.4.4.2. Analise exploratdria das amostras perfumadas

Excluindo as amostras que nao possuem perfume, foi possivel classifica-las
de acordo com a condi¢do de armazenagem, tanto pelo método de HCA quanto

pelo método de PCA, conforme pode ser avaliado nas figuras 15 e 16.
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Na figura 16 (a) as amostras se agruparam em trés grandes grupos. No
agrupamento numero 01, destacam-se as amostras que foram submetidas a
armazenagem na geladeira (4 °C), no agrupamento numero 02 estao localizadas
as amostras que foram armazenadas a 45 °C e no terceiro grupo estao localizadas
as amostras que foram armazenadas sob umidade 70 % e temperatura 37 °C.

Dentro desses grupos existem subgrupos menores que estao relacionados
com o periodo de estocagem das amostras. Importante destacar que ao comparar
os dendogramas com os graficos da PCA, percebe-se que as informagdes sao
semelhantes, ou seja, independente do método quimiométrico utilizado, os
resultados foram similares. Isso pode ser constatado comparando o dendograma
da figura 13 com o grafico de scores da figura 14 (a) onde foi evidenciada uma
separagao entre amostras com perfume e as amostras sem perfume. A mesma
comparagao pode ser realizada entre o dendograma da figura 15 e o grafico de
scores da figura 16 (a), mas nessa analise foi verificada uma divisdo entre as
amostras armazenadas em estufa (37°C / 70% UR) daquelas que foram

armazenadas na geladeira (4 °C) e estufa (45 °C).

2.4.4.3. Selegao de variaveis das amostras perfumadas

Mesmo constatando que as amostras foram separadas pelos periodos e
condigbes de estocagem, novas analises foram executadas para avaliar quais
variaveis ou compostos influenciaram no agrupamento das amostras.

Selecionando somente as variaveis relacionadas as fragrancias, ou seja,
utilizando os picos que corresponde aos componentes da mistura, uma nova
matriz foi gerada, agora apenas com 20 varidaveis e novas analises exploratorias
foram executadas.

Os resultados sao apresentados nas figuras 17 e 18, sendo que no HCA
obteve-se com um indice de similaridade de aproximadamente 0,25 e observou-se
a formagao de dois grupos: a classe situada na parte superior do dendograma que

contém as amostras que foram armazenadas na estufa com umidade controlada e

58



CAPITULO 2 - Avaliagéo de fragrancia em detergente em p6 ap6s diferentes condigdes de estocagem.

o outro grupo contendo as demais amostras. Nao foi possivel identificar, com um
indice de similaridade maior, a diferenciagdo mais detalhada de novos grupos. A
analise de componentes principais possibilitou identificagdo dos grupos
anteriormente mencionados, ou seja, a divisdo de trés grandes grupos, com seus
subgrupos de acordo com as condi¢des e tempo de armazenagem das amostras.
A variagdo na PC1 sinaliza a diferenciagdo dos tempos de estocagem das
amostras, na PC2 caracteriza-se pelas diferentes condigdes que as amostra foram

armazenadas.
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Figura 17: Dendograma separando as amostras por diferentes condigbes de
armazenagem. G — Geladeira (4°C); Y — Estufa (37°C / 70% UR); R — Estufa

(45°C) e A, B e C numero de replicatas.
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Figura 18: Grafico de scores (a) e o grafico de loadings (b). Variancia explicada na
PC1 (62.5%) e na PC2 (24.2%). G — Geladeira (4°C); Y — Estufa (37°C / 70% UR);
R — Estufa (45°C) e A, B e C numero de replicatas. Os pontos no grafico de
loadings correspondem ao tempo de retengdo dos componentes no

cromatograma.
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O grafico de loadings auxilia na discriminagdo das variaveis com maior
influéncia na separagdo das amostras no grafico de scores, avaliando os pesos
dos componentes da fragréncia que foram usadas para a analise de PCA. Com
esse grafico identificou-se que trés substancias apresentaram maior influéncia no
modelo, os compostos codificados como 103, 119 e 145.

A fim de avaliar o quanto representavam na separagdao das amostras nos
graficos de scores, uma nova analise de HCA e PCA foi realizada, cujo resultado

pode ser visualizado nas figuras 19 e 20.

EI.IE El.|4 EI.IZ EI.IEI

120
12YE
12YA
oYE

2R

40
4B
4R

12RE
12RA
SRE
SRA
<4RE
<4RA

TN

Similarity
A.HAE

— Diztance

R [
. CURSOR
i Similarity
. 8,789
. MODE

Descendants
]

-
Figura 19: Dendograma das amostras por diferentes condi¢des de armazenagem.
G — Geladeira (4°C); Y — Estufa (37°C / 70% UR); R — Estufa (45°C) e A, Be C

numero de replicatas.

O HCA e o PCA apresentaram desempenho semelhante a analise anterior,
destacando com isso a importancia dos trés compostos para os modelos. Os
compostos codificados como 103, 119 e 145 sao respectivamente Diphenyl Oxido,

Ethyl Cinnamate e Benzophenone.
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Figura 20: Grafico de scores (a) e o grafico de loadings (b). Variancia explicada na
PC1 (50.1%) e na PC2 (47.8%). G — Geladeira (4°C); Y — Estufa (37°C / 70% UR);

R — Estufa (45°C) e A, B e C numero de replicatas. Os pontos no grafico de

loadings correspondem ao

cromatograma.
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Uma nova analise exploratéria foi proposta para avaliar se os compostos
volateis da base sem as variaveis da fragrancia poderiam auxiliar também no
agrupamento das amostras como foi verificado com os componentes da mistura,
no entanto nenhuma classe entre as amostras foi identificada conforme

demonstrado nas figuras 21 e 22.

Essa constatagcado permite supor que a analise da fragrancia pelo método de
SPME no headspace de uma amostra perfumada auxilia na identificagdo quanto
ao tempo e as condi¢gbes que o produto foi submetido durante sua estocagem,
possibilitando com isso a avaliacdo das condicbes de embalagem,

armazenamento e tempo de vida util do produto.

E importante considerar que o conhecimento do desempenho da fragrancia
com o tempo de armazenagem permite a industria de fragréncias caracterizar
seus desempenhos e desenvolver novos produtos com caracteristicas

direcionadas as necessidades de cada aplicagao.
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Figura 21: Dendograma das amostras por diferentes condigbes de armazenagem.
G — Geladeira (4°C); Y — Estufa (37°C / 70% UR); R — Estufa (45°C) e A, Be C

numero de replicatas.
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Figura 22: Grafico de scores (a) e o grafico de loadings (b). Variancia explicada na
PC1 (50.1%) e na PC2 (47.8%). G — Geladeira (4°C); Y — Estufa (37°C / 70% UR);
R — Estufa (45°C) e A, B e C numero de replicatas. Os pontos no grafico de
loadings correspondem ao tempo de retengdo dos componentes no

cromatograma.
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Capitulo 3 - Previsao de densidade e indice de refragao a
partir de dados cromatograficos.

3.1. Introducgéao

Fragrancias sdo obtidas de uma complexa mistura de compostos que
podem apresentar variadas estruturas quimicas como aldeidos, cetonas, ésteres,
alcodis, hidrocarbonetos entre outras. Para avaliacdo da qualidade dessas
misturas a industria de perfumaria emprega varios métodos e instrumentos para
controlar a especificacdo desses produtos. Devido a sua facilidade e rapidez, um
dos parametros mais controlados nesse segmento sdo as caracteristicas fisicas
dos materiais como densidade e indice de refracdo, pois com essas analises é
possivel identificar se ha grandes variagées quantitativas ou qualitativas nos lotes
fabricados. No entanto, variagdes mais sutis s6 podem ser observadas com
técnicas mais elaboradas que possam identificar e quantificar cada componente
da mistura. Atualmente a técnica mais utilizada para essa finalidade é a
cromatografia gasosa, por apresentar alta resolucdo dos picos, grande
sensibilidade e reprodutibilidade, auxiliando dessa forma a monitorar todos os
componentes da formulagdo nos mais variados niveis de concentragao [7][23].

Para controlar todos os parametros especificados sdo necessarios
diferentes tipos de equipamentos, isso envolve custos de manutencido para cada

equipamento, incorre¢des nas leituras dos resultados analiticos, aumento no
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tempo das andlises, entre outros fatores. Quimiometria € uma técnica que pode
ser utilizada para auxiliar na otimizacdo dos métodos analiticos na area de
qualidade. Estudos demonstram a possibilidade de correlacionar parametros
fisico-quimicos da gasolina com dados obtidos por cromatografia [45], no entanto

nao ha registro dessa aplicagdo em fragrancias.

3.2. Objetivo

Esta etapa do trabalho teve como objetivo a previsdo de valores fisico-
quimicos de fragrancias (mistura de componentes) a partir de dados

cromatograficos utilizando calibragdo multivariada.

3.3. Experimental

3.3.1. Reagentes

As amostras dos O6leos das fragrancias foram fornecidas pela Quest
International e correspondem a produtos de sua linha produgdo, portanto sao
matérias que nao serao identificados pelo nome comercial devido a sua
confidencialidade. O numero total de amostras fornecidas foi de 45 diferentes
fragrancias. Cada fragrancia € uma mistura de varios compostos naturais ou
sintéticos em diferentes proporgcées. O reagente utilizado para diluigdo das

amostras foi Acetona PA.

3.3.2. Instrumental

Amostras foram analisadas em um cromatografo a gas com detector por
ionizagdo em chama (GC-FID) 6890N, Agilent Technologies de acordo com um

método padrdo validado pela Quest Internacional. Para construgdo do modelo
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matematico, as variaveis independentes foram obtidas pelo GC-FID, com injetor
automatico e coluna capilar DB-WAX (25m x 200um x 0,2um). As variaveis
dependentes, compostas pelas propriedades fisicas, densidade e indice de
refragcdo, foram adquiridas usando um Densimetro Digital DMA 38, Anton Paar, e
um Refratdmetro Analdgico, Atago.

Um modelo PLS (do inglés, Partial Least Squares) foi gerado para duas
variaveis dependentes usando uma matriz composta de 45 amostras e 675
variaveis independentes. Os dados foram tratados com o software Pirouette 3.02.

3.3.3. Preparo das amostras

As amostras foram diluidas a 1,0 % (m / m) e injetadas diretamente no

cromatégrafo com o injetor automatico.

3.3.4. Andlise cromatografica

Apods a diluicdo, as amostras foram disponibilizadas no carrossel do injetor
automatico para injegdo das amostras no modo split. As condigbes de separagao
foram as seguintes: temperatura inicial do forno 70 °C, aquecimento 13 °C / min
até a temperatura final 250 °C e mantida por 8 minutos, temperatura do injetor e
detector foram mantidas 200 °C e 300 °C respectivamente. O hidrogénio, pureza
5,0, White Martins (Osasco, SP, Brasil), foi utilizado como gas de arraste com
pressao 15,0 psi e fluxo 3,2 mL / min. O hidrogénio e ar sintético foram utilizados
no detector com fluxo de 28,7 mL / min para o hidrogénio e 450,0 mL / min para o

ar sintético.
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3.3.5. Analise da densidade e indice de refracao

Para a analise de densidade foi injetado 1,0 mL da amostra no Densimetro
Digital que possui como dispositivo uma célula de medigdo de densidade pelo
principio do tubo em U, acoplado a um termdmetro de platina para auto ajuste de

temperatura. As amostras foram medidas a 20 °C.

Para a analise do indice de refragdo foi adicionado uma gota da amostra
sobre o prisma do refratbmetro e posteriormente incidida luz branca para
observacao do indice de refragdo. O refratbmetro possui um banho termostatizado

para o controle de temperatura. Todas as amostras foram analisadas a 20 °C.

3.4. Resultados e discussao

As variaveis consideradas dependentes foram as areas de cada pico
obtidas pelo GC-FID. Essas areas foram normalizadas com o objetivo de diminuir
a influéncia do volume de amostra injetado no equipamento.

Uma anadlise exploratoria inicial foi realizada com todas as amostras para
verificacdo de algum outlier entre as fragrancias, a fim de elimina-los do modelo
que foi proposto.

Cada ponto indicado na figura 24 corresponde a uma fragrancia, ou seja,
uma mistura de dezenas de componentes com diferentes propriedades fisico-
quimicas e odoriferas. A codificagao utilizada foi somente para diferenciacao
dessas fragrancias, uma vez que elas nao possuem uma denominagcao comercial

e sua formulagao é confidencial.
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Flgura 23: Tipico resultado de analise cromatografica para trés diferentes

fragrancias.

Inicialmente todas as amostras foram empregadas para avaliacdo da
qualidade do conjunto, a fim de identificar possiveis outliers que poderiam
prejudicar na construcao do modelo. Para a detecgao de outliers, usaram-se duas
grandezas complementares: Leverage e residuos de Student.

A Leverage é uma medida da influéncia de uma amostra no modelo de
regressao, ou seja, quando ha uma amostra com pequeno valor de Leverage,
significa que essa amostra influencia pouco o modelo de calibragdo. Caso ocorra o
contrario tem-se uma alta influéncia da amostra no modelo, e isso pode ser
negativo, caso seja constatado que se trata de uma amostra anémala. O residuo
de Student avalia a distribuicdo das amostras e sao definidos com unidade de
desvio padrdao. Amostras que estdo fora da distribuicdo devem ser
cuidadosamente avaliadas. As amostras que apresentam um alto residuo de
Student devem ser excluidas e as com alto Leverage devem ser avaliadas quanto
a sua influéncia e caso seja negativa sdo também eliminadas e o modelo de

calibracéo reconstruido.
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Tabela 4 - Resultados medidos de densidade e indice de refragao para todas as
fragrancias avaliadas.

Indice de
Densidade medida | Refragio medido

Lote da fragrdheia | [+ 0.0002 gr‘cm3} (x Q007 ol

39719 0.9425 1.458
39722 048732 1.481
39725 0.9531 1.485
39760 0.9295 1.464
39761 1.0033 1.452
39772 1.0258 1.483
39791 0.8210 1.471
39743 0.929: 1.472
29794 0.9675 1.480
39508 0.99349 1.463
39812 0.9428 1.474
39548 0.9614 1.465
41170 0.8915 1.458
41217 0.9095 1.470
41220 0.90499 1.452
41221 0.9314 1.463
41228 0.9638 1.464
41230 0.9597 1.489
41248 1.0218 1.510
41271 1.0167 1.483
41272 0.98145 1.476
41285 1.0072 1.507
41286 0.9756 1.448
41296 08931 1.479
41297 0.9927 1.475
41313 0.9690 1.464
41324 049714 1.480
41339 1.0210 1.483
41351 0.8979: 1.478
413457 0.9425 1.477
41359 048720 1.481
41376 0.9258 1.457
41385 0.938049 1.476
41401 0.9473 1.487
41402 0.9609 1.469
41421 1.074549 1.466
550962 0.99249 1.462
550964 1.0232 1.467
550966 0.938049 1.455
5504968 0.9363 1.461
350970 0.8904 1.477
5504980 0.9960 1.452
550932 0.9404 1.455
5504985 0.9646 1.475
3509498 0.9721 1.484
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Figura 24: Avaliagcao de outliers para as medi¢cdes de a) densidade e b) indice

de refracao

Analisando o grafico Leverage x Residuo de Student concluiu-se que as
amostras 41421 e 41170 apresentaram alto residuo e a amostra SS0970 alto

by

Leverage, para o modelo relacionado & densidade. No caso do indice de
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Refracdo, a amostra 41170 continuou com alto residuo juntamente com a SS970,
e a amostra que apresentou maior influéncia foi a 41376 em relagdo ao Leverage.
Para elaborar o modelo de PLS foram excluidas as amostras 41421 e
41170. Dentre as amostras restantes, 10 foram separadas para previsdo e as
outras 33 para construgao do modelo.
Segue abaixo os resultados obtidos para elaboracdo do modelo de

densidade e indice de refragcdo somente com as 33 amostras.

3.4.1. Construcado do modelo para densidade

Para escolha do numero de variaveis latentes, foi avaliado o valor de SEV
(Erro Padréao de Validagdo) e PRESS (Soma dos Quadrados dos Erros de
Previsao). O numero de variavel latente considerado mais adequado é aquele que
apresenta um baixo valor de SEV e PRESS, sem com isso aumentar o niumero de
fatores. De acordo com o grafico SEV x numero de fatores (figura 24) e a tabela
04, o numero de 04 variaveis latente foi considerado o mais adequado para o

modelo de previsdo de densidade.

a ) 00237

0.022-

SEV

0021

0.0204 N‘,\,
T

# of Factors
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Figura 25: Grafico a) SEV em funcdo do numero de fatores e b) Deteccédo de

outliers através do grafico Residuo de Student x Leverage para analise do modelo.

Tabela 5: Resultado dos parametros para definicdo do numero de fatores

usados no modelo para densidade.

SEV' Press Val’ rvaP SEC* Press Cal® rcal
Fator1 0,023 0,017 0,766 0,015 0,007 0,905
Fator2 0,021 0,014 0,786 0,009 0,002 0,967
Fator3 0,020 0,014 0,795 0,007 0,001 0,979
Fator4 0,020 0,013 0,806 0,005 0,001 0,991
Fator5 0,020 0,013 0,798 0,003 0,000 0,997
Fator6 0,020 0,013 0,803 0,002 0,000 0,998
Fator7 0,020 0,013 0,808 0,002 0,000 0,999
Fator8 0,020 0,013 0,808 0,001 0,000 1,000
Fator9 0,020 0,013 0,809 0,001 0,000 1,000
Fator10 0,020 0,013 0,808 0,001 0,000 1,000

1 — Erro padrao de validacéo, 2 — Soma dos quadrados dos erros de validagao, 3 -
Fator de correlagdo de validacéo, 4 - Erro padrao de calibragdo, 5 - Soma dos

quadrados dos erros de calibragao, 6 — Coeficiente de correlagao de calibragao
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3.4.2. Construcao do modelo para indice de refragao

A figura 25 e a tabela 5 apresentam os parametros para a definicdo do
numero de fatores usados no modelo para indice de refragdo. Avaliando a figura e
a tabela, considerou-se 4 variaveis latente como mais adequado. Ao analisar os
graficos de Leverage x Residuo de Student, percebe-se que outras amostras
podem assumir o papel de amostras “anémalas”, mas como ja foram retiradas
algumas amostras no inicio do trabalho, decidiu-se n&o elimina-las para nao

reduzir demasiadamente o niumero de amostras para fazer a calibragao.

00134+

00130+

SEV

00126+

00122+

# of Factors

75



CAPITULO 3 - Previsdo de densidade e indice de refragdo a partir de dados cromatograéficos.

b) <>
41248
oo
2 IT285
ssbe0
E
14 <
= 1359 - © 41230
W
~ © 413839794 e
= 39722 R
W@ <&
oo <>41 7 41401
= 41%9%1115 B
= “41357 592
= o
7 1 041%13%;%‘%%93 ) 550966
-1 41402 o o
® 650980 $50082 41376
- “41220
Fl
T T T T
0.0 01 0.2 03
Leverage

Figura 26: Grafico a) SEV em funcdo do numero de fatores e b) Deteccédo de

outliers através do grafico Residuo de Student x Leverage para analise do modelo.

Tabela 6: Resultado dos parametros para definicdo do niumero de fatores

usados no modelo para indice de Refragao.

SEV' Press Val r Val’ SEC? Press Cal’ r Cal’
Factor1 0,014 0,006 0,436 0,009 0,002 0,835
Factor2 0,013 0,006 0,469 0,005 0,001 0,942
Factor3 0,012 0,005 0,569 0,004 0,000 0,973
Factor4 0,012 0,005 0,614 0,003 0,000 0,986
Factor5 0,012 0,005 0,609 0,002 0,000 0,990
Factor6 0,012 0,005 0,604 0,002 0,000 0,993
Factor7 0,012 0,005 0,590 0,001 0,000 0,997
Factor8 0,012 0,005 0,579 0,001 0,000 0,998
Factor9 0,012 0,005 0,563 0,001 0,000 0,999
Factor10 0,013 0,005 0,548 0,001 0,000 0,999

1 — Erro padrao de validacdo, 2 — Soma dos quadrados dos erros de validacao, 3
— Fator de correlagdo de validacao, 4 - Erro padrao de calibragcdo, 5 - Soma dos

quadrados dos erros de calibragao, 6 — Coeficiente de correlacdo de calibragao

Apos otimizacdo e validacdo do modelo de calibragdo por PLS, este foi

utilizado para prever as propriedades fisico-quimicas de interesse.
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3.4.3.Resultados de previsdao para densidade e indice de

refragao.

Os resultados obtidos com quatro variaveis latentes para validagao externa
do modelo apresentaram erros de no maximo 0,94 % para densidade e 0,32 %
para o indice de refragao, conforme pode ser constatado na tabela 07. Os valores
de SEP e PRESS foram considerados bem pequenos, 0,0048 e 0,0002 para
densidade e 0,0027 e 0,0001 para o indice de refracdo, evidenciando a boa
capacidade de previsdo do modelo. Um indice de correlacdo de 0,99 para
densidade e 0,96 para indice de refracao foi obtido utilizando o mesmo modelo,

para ambos os casos, conforme a tabela 08.

Tabela 7: Valores de previsdao para densidade e indice de refracao

utilizando o modelo PLS.

Amostra Densidade Indice de Refragdo
Valor Valor Residuo Erro (%) Valor Valor Residuo Erro (%)
Med. Prev. Med. Prev.
39760 0,9295 0,9248 0,0047 0,5051 1,4640 1,4681 -0,0041 -0,2828
39761 1,0033 1,0019 0,0014 0,1361 1,4920 1,4883 0,0037 0,2479
39791 0,9210 0,9258 -0,0048 -0,5193 1,4710 1,4743 -0,0033 -0,2258
39808 0,9939 0,9878 0,0061 0,6144 1,4630 1,4644 -0,0014 -0,0960
41221 0,9814 0,9785 0,0029 0,2981 1,4630 1,4634 -0,0004 -0,0293
41228 0,9638 0,9588 0,0050 0,5182 1,4640 1,4637 0,0003 0,0172
41324 0,9714 0,9748 -0,0034 -0,3464 1,4800 1,4785 0,0015 0,1026
SS0964 1,0232 1,0136 0,0096 0,9429 1,4670 1,4669 0,0001 0,0083
SS0988 0,9646 0,9657 -0,0011 -0,1092 1,4750 1,4775 -0,0025 -0,1686
SS0999 0,9721 0,9750 -0,0029 -0,2971 1,4840 1,4887 -0,0047 -0,3175

Tabela 8: Dados obtidos apés o uso do modelo para previsdo das

propriedades fisicas das fragrancias.

SEP! PRESS? R’ vL?
Densidade 0,0048 0,0002 0,9904 4
indice de Refraco 0,0027 0,0001 0,9658 4

1 - Erro padrao de previsédo, 2 - Soma dos quadrados dos erros de previsao, 3 -

Coeficiente de correlacéo, 4 - Numero de variaveis latentes
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CAPITULO 3 - Previsdo de densidade e indice de refragdo a partir de dados cromatograéficos.

Esses resultados demonstram que € possivel realizar analises fisico-
quimicas de fragrancias usando dados cromatograficos e métodos quimiométricos,
reduzindo com isso o custo e o tempo de analise nos laboratorios de controle de
qualidade das industrias de perfumaria.

E importante ressaltar que para Vviabilizar esse procedimento foi
fundamental o uso de um método de calibragdo multivariada, PLS, que auxiliou na
correlacdo dos dados cromatograficos com os respectivos valores de densidade e
indice de refracdo, demonstrando ser possivel prever propriedades fisico-quimicas

de amostras complexas com informagdes de natureza cromatografica.
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Conclusoes

O corrente trabalho pode ser avaliado em trés etapas, a primeira esta
relacionada com a otimizacdo dos parametros da microextracdo em fase solida no
headspace do detergente em po6 para analise por cromatografia gasosa dos
compostos volateis, com énfase no perfume desenvolvido para avaliagao de seu
desempenho. A segunda esta relacionada ao tratamento dos dados por métodos
quimiomeétricos para auxiliar na compreenséo dos resultados obtidos na primeira
fase. A ultima etapa, nado totalmente relacionada as anteriores, procura
desenvolver um método de calibragdo multivariada para prever alguns parametros
fisico-quimicos importantes no controle de qualidade de fragrancias.

A proposta da primeira fase foi encontrar um método analitico que pudesse
de alguma maneira reproduzir a avaliagdo sensorial realizada na industria, mas
que pudesse oferecer resultado tanto qualitativo quanto quantitativo de cada
componente de uma fragrancia. Para isso alguns métodos de extracdo foram
avaliados, mas o que mais aproximou-se desse objetivo foi o de SPME, pois
dentre as suas vantagens pode se destacar algumas que foram determinantes na
sua escolha, como possibilidade de extracdo no headspace da amostra, perda
reduzida do analito extraido, simplicidade na manipulacdo do equipamento, a ndao
necessidade de manipulagédo de solventes organicos, habilidade de concentrar os
compostos volateis e a facilidade de injecao direta no cromatégrafo, reduzindo o
tempo de extragao e analise das amostras. Todas essas caracteristicas puderam
ser avaliadas e confirmadas durante o trabalho, no entanto, algumas dificuldades
foram identificadas, como o tempo necessario para encontrar os parametros ideais
de extracdo dentre eles: o tipo de fibra, a quantidade de amostra, o efeito da
temperatura, o tempo de pré-equilibrio e o tempo de adsorgdo. Outra dificuldade
encontrada foi estabelecer um processo adequado para aplicagao da fragrancia no
detergente em pd, porque caso a amostra ndo estivesse homogénea, devido a

sensibilidade na extragao, nao era possivel obter uma reprodutibilidade aceitavel.
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Os parametros otimizados foram semelhantes aos obtidos em literatura
para produtos liquidos perfumados. Com os pardmetros de extracao otimizados,
curvas analiticas foram construidas para a quantificacdo de cada componente na
amostra. Idealmente a proposta era a obtencao de curvas que pudessem abranger
toda a faixa de concentragdo, no entanto, isso nao foi alcangado, em alguns casos
as concentracodes ficaram abaixo do limite de quantificagdo obtido. Uma alternativa
encontrada foi a avaliagdo da area relativa dos picos para cada componente,
comparando os dados obtidos com as amostra armazenadas a 4°C com as
demais condi¢cdes. Essa comparacdo auxiliou na identificacdo dos diferentes
comportamentos das substancias quando aplicadas na base de detergente em pé.

Na segunda etapa, com todos os dados originados da primeira, identificou-
se a oportunidade de utilizagdo de métodos quimiométricos para extracido de
maiores informacdes dos dados. Os métodos adotados foram HCA e PCA que
auxiliaram no agrupamento das amostras de acordo com sua similaridade. Varios
grupos foram identificados de acordo com o seu periodo e local de estocagem. E
importante destacar que essa variagdo esta relacionada a composicdo da
fragrancia no headspace, resultado esse constatado no transcorrer do trabalho.

Essa conclusdo evidencia a potencialidade do método de avaliacido de
fragrancias analisando o headspace da amostra por SPME-GC em conjunto com
as ferramentas quimiométricas, auxiliando ndo somente na elaboragcdo de novas
fragrancias, pois pode-se identificar com ele os componentes que mais
influenciam uma fragrancia, como também pode-se avaliar os periodos e
condigdes que as amostras foram submetidas durante sua estocagem.

Na ultima etapa do trabalho, um modelo de calibragdo multivariada, PLS, foi
desenvolvido para prever a densidade e o indice de refracdo a partir de dados
cromatograficos obtidos de 45 amostras comerciais de fragrancias. Alguns
procedimentos foram realizados para adequacao dos dados, como normalizar as
areas dos picos cromatograficos, centralizar os dados na média, avaliar a
presenca de outliers. Apds o pré-tratamento dos dados, uma etapa de modelagem
com 33 amostras e uma de validacdo externa com 10 amostras foram realizadas.

Os resultados de SEP e PRESS para a validacdo do modelo foram 0,0048 e
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0,0002 para densidade e 0,0027 e 0,0001 para o indice de refragcdo. O erro
maximo obtido para densidade foi 0,94 % e para o indice de refragdo 0,32 %.
Esses resultados destacam a possibilidade de uma nova aplicagdo para dados
cromatograficos em conjunto com os métodos quimiomeétricos.

De uma maneira geral este trabalho alcangou em sua maioria os objetivos
destacados inicialmente. Dentre os resultados mais significativos podem-se
ressaltar o desenvolvimento de um método confiavel de SPME para extracao de
fragrancia em detergente em pd, o monitoramento da estabilidade da fragrancia
utilizando a técnica de SPME por cromatografia gasosa e ferramentas
quimiométricas e a possibilidade de previsdao de parametros fisico-quimicos a

partir de dados cromatograficos.
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